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Resumen 
En este trabajo se estudia la influencia que tiene el micro-medioambiente del tejido 
mamario en la iniciación y desarrollo de tumores de mama desde dos puntos de vista 
diferentes.  
El primer capítulo de esta tesis está enfocado al estudio del proceso de 
intercomunicación que ocurre entre células tumorales humanas de mama positivas para 
el receptor de estrógenos (ER+) y macrófagos, a través de diferentes mediadores 
moleculares solubles. Los macrófagos asociados al tumor (TAMs) tienen la capacidad 
de influir sobre diferentes aspectos claves de las células neoplásicas como son la 
proliferación, migración, capacidad invasiva y de supervivencia.  
Frente a tumores de mama ER+ es muy común en la clínica la utilización de 
inhibidores de dicho receptor como tratamiento adyuvante. Pero en muchos casos, 
tumores que inicialmente responden favorablemente al tratamiento con inhibidores del 
ER luego se vuelven resistentes. En base a los resultados obtenidos en esta tesis, los 
macrófagos condicionados con TNF-α, al interaccionar con las células tumorales de 
mama ER+, pueden provocar resistencia a los tratamientos endocrinos dirigidos contra 
el ER. La interacción entre las células de cáncer de mama ER+ con macrófagos produce 
el incremento de varias citocinas proinflamatorias en el micro-medioambiente tumoral, 
las cuales activan vías de señalización claves en las células epiteliales de mama que 
inducen proliferación de un modo independientes al estímulo con 17β-estradiol. Se 
describe gran parte de este mecanismo en el cual TNF-α e IL-6 cumplen un rol 
fundamental activando los factores de transcripción NF-kB y STAT3. Estos dos factores 
de transcripción junto al ERα formarían un nuevo complejo transcripcional capaz de 
inducir proliferación a través de la expresión de genes como ciclina D1 y c-Myc. Para 
que esto suceda, ERα debe activarse de una forma alternativa independiente de ligando, 
y ERK-1 sería la quinasa involucrada en este proceso. 
Por otra parte, el segundo capítulo de esta tesis se avoca al estudio de los posibles 
efectos cancerígenos del oxalato sobre células epiteliales de mama. Se cree que la 
principal fuente de oxalato en el tejido mamario es de origen metabólico aunque se 
conoce muy poco acerca de este proceso. El oxalato puede encontrarse en forma soluble 
como ion libre o en forma sólida al formar sales muy poco solubles con cationes 
divalentes, como es el caso de los cristales de oxalato de calcio que dan origen a gran 
parte de las micro-calcificaciones en el tejido mamario.  
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Se encontró que el oxalato libre tiene la capacidad de inducir proliferación en 
diferentes líneas celulares epiteliales de mama. Además, el oxalato también fue capaz de 
inducir la expresión del proto-oncogen c-fos en células MCF-7, el cual forma parte de 
los conocidos genes de expresión temprana. Esto también se observó a nivel de 
proteína, las células MCF-7 expresaron altos niveles de c-fos una hora y media después 
de ser estimuladas con oxalato.  
La proteína c-fos puede inducir proliferación actuando como factor de transcripción 
AP-1 al heterodimerizar con proteínas de familia de jun. Esto sugiere que el oxalato 
libre en solución tiene la capacidad de producir ciertos cambios en la expresión de 
algunos genes claves involucrados en la proliferación.  
Finalmente se demostró en un modelo in vivo que la presencia de oxalato libre en el 
micro-medioambiente de la mama de ratones Nu/Nu tiene la capacidad de producir 
tumores altamente agresivos e indiferenciados con características de un fibrosarcoma. 
La velocidad con la que se formaron los tumores fue directamente proporcional a la 
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Abstract 
In this work we study the influence of the micro-environment of breast tissue on the 
initiation and development of breast tumors from two different points of view. 
The first chapter of this thesis is focused on the study of the intercommunication 
process that occurs between human breast tumor cells positive for the estrogen receptor 
(ER+) with macrophages through different soluble molecular mediators. The tumor-
associated macrophages (TAMs) have the ability to influence different key aspects of 
neoplastic cells such as proliferation, migration, invasive capacity and survival. 
Faced with ER+ breast tumors, it is very common in the clinic to use inhibitors of 
this receptor as adjuvant treatment. But in many cases, tumors that initially respond 
favorably to treatment with ER inhibitors become resistant. Based on the results 
obtained in this thesis, macrophages conditioned with TNF-α, when interacting with 
ER+ breast tumor cells, can cause resistance to endocrine treatments directed against 
ER. The interaction between ER+ breast cancer cells with macrophages produces the 
increase of several proinflammatory cytokines in the tumor micro-environment, which 
activate key signaling pathways in the breast epithelial cells that induce proliferation in 
a manner independent of the stimulation with 17β-estradiol. A large part of this 
mechanism is described, in which TNF-α and IL-6 play a fundamental role in activating 
the transcription factors NF-kB and STAT3. These two transcription factors together 
with ERα would form a new transcriptional complex capable of inducing proliferation 
through the expression of genes such as cyclin D1 and c-Myc. For this to happen, ERα 
must be activated in an alternative, ligand-independent manner, and ERK-1 would be 
the kinase involved in this process. 
On the other hand, the second chapter of this thesis is devoted to the study of the 
possible carcinogenic effects of oxalate on breast epithelial cells. It is believed that the 
main source of oxalate in breast tissue is of metabolic origin although very little is 
known about this process. The oxalate can be found in soluble form as a free ion or in 
solid form by forming very little soluble salts with divalent cations such as the calcium 
oxalate crystals that give rise to a large part of the micro-calcifications in the breast 
tissue.  
It was found that free oxalate has the ability to induce proliferation in different breast 
epithelial cell lines. In addition, oxalate was also able to induce the expression of the c-
fos proto-oncogene in MCF-7 cells, which is part of the known immediate early genes. 
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This was also observed at the protein level, MCF-7 cells expressed high levels of c-fos 
an hour and a half after being stimulated with oxalate.  
The c-fos protein can induce proliferation by acting as an AP-1 transcription factor 
when heterodimerizing with Jun family proteins. This suggests that the free oxalate in 
solution has the ability to produce certain changes in the expression of some key genes 
involved in proliferation.  
Finally, it was demonstrated in an in vivo model that the presence of free oxalate in 
the micro-environment of the breast of Nu / Nu mice has the capacity to produce highly 
aggressive and undifferentiated tumors with characteristics of a fibrosarcoma. The rate 
at which the tumors formed was directly proportional to the concentration of free 
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Abreviaturas 
CaCl2: Cloruro de calcio 
CaOx: Oxalato de calcio 
CaP: Hidroxiapatita 
CEC: Electrocromatografía capilar 
ChIP: Inmunoprecipitación de cromatina 
CO2: Dióxido de carbono 
DCIS: Carcinoma ductal in situ  
E2: 17β-Estradiol o estradiol 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
EGF: Factor de crecimiento epidérmico 
ERK-1: Quinasa regulada por señales extracelulares 1 
ERα/β: Receptor de estradiol alfa/beta 
FASL: Ligando de FAS (CD95) 
FBS: Suero fetal bovino 
FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos 
H&E: Tinción de hematoxilina-eosina 
h: Horas 
HCl: Ácido clorhídrico  
HRP: Peroxidasa de rabanito 
ICI 182,780: Fulvestrant 
IEG: Gen de expresión temprana 
iNOS: Sintetasa de óxido nítrico inducible 
IP: Inmunoprecipitación 
kDa: Kilo dalton 
LPS: Lipopolisacárido 
mA: Mili-Ampere 
mAb: Anticuerpo monoclonal 
MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos 
MCP-1: Proteína quimioatrayente de monocitos 1 (CCL-2) 
M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrófagos (CSF-1) 
MF: Fracción microsomal 
mL: mililitro 
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mM: Milimolar 
MMP: Metaloproteinasas de la matriz extracelular 
mRNA: ARN mensajero 
ng: Nanogramo 
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PBS: Buffer fosfato  
PMA: Forbol 12-miristrato 13-acetato 
PSN: Penicilina, Estreptomicina, Neomicina 
Rantes: CCL-5 
RelA: p65 
ROS: Especies de oxígeno reactivo 
RT-qPCR: PCR en tiempo real cuantitativa 
SDS: Dodecil sulfato de sodio 
SERMs: Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos 
SF: Fracción sobrenadante 
SI: Sistema inmune 
siRNAs: ARN pequeños de interferencia  
STAT3: Traductor de señal y activador de la transcripción 3 
TAMs: Macrófagos asociados a tumores 
TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta 
TH: Homogenato total 
TMB: Tetramethylbenzidine 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF 
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Introducción 
Rasgos anatómicos de la glándula mamaria 
Las glándulas mamarias están presentes en ambos sexos. En el hombre se mantienen 
rudimentarias toda la vida, en cambio en la mujer están poco desarrolladas hasta antes 
de la pubertad, cuando empieza el proceso de maduración bajo el influjo de las 
hormonas femeninas (estradiol y progesterona). Desde el nacimiento hasta la edad 
adulta, las mamas sufren más cambios que ningún otro órgano. El máximo desarrollo de 
estas glándulas se produce durante el embarazo y especialmente en el período posterior 
al parto, durante la lactancia. En la menopausia, los niveles hormonales descienden y 
gran parte de la glándula mamaria se atrofia y es sustituida por grasa [1]. 
La glándula mamaria está formada por tres tipos de tejidos: glandular de tipo túbulo-
alveolar, conjuntivo que conecta los lóbulos, y adiposo que ocupa los espacios ínter 
lobulares. El tejido celular subcutáneo rodea la glándula sin que exista una cápsula 
claramente definida [2].  
Un conjunto de quince a veinte lóbulos mamarios conforman la glándula mamaria 
(Fig. 1). Los lóbulos mamarios están constituidos por numerosos lobulillos que se 
encuentran unidos entre sí por tejido conectivo, vasos sanguíneos y por su sistema 
excretor, los conductos lactíferos. Los lobulillos están formados por diez a cien alvéolos 
(acinos), cada cual con su conducto excretor denominado conducto terminal. Los acinos 
están tapizados en su interior por un conjunto de células secretoras que producen la 
leche y conforman una cavidad a la cual vierten esta secreción. A su vez están rodeados 
de células mioepiteliales y capilares sanguíneos de singular importancia en el proceso 
de secreción y eyección de la leche [1]. 
Capítulo I  Introducción 
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Figura 1: Estructura de una glándula mamaria y de un alveolo 
Se muestra una vista lateral de la glándula mamaria donde se especifican las diferentes 
estructuras. En la parte externa se observa la aréola y el pezón. En la parte interna se observan 




Cáncer de mama y el micro-medioambiente 
La glándula mamaria es un tejido complejo compuesto por un parénquima epitelial 
rodeado de una matriz de células estromales. Esta matriz incluye fibroblastos, 
miofibroblastos, adipocitos, macrófagos, otras células del sistema inmune, células 
endoteliales y componentes de la matriz extracelular (ECM). La intercomunicación 
entre las células epiteliales y las células del estroma es esencial para el normal 
desarrollo y diferenciación de la glándula mamaria. El estroma normal fisiológico 
mantiene la polaridad de las células epiteliales e inhibe el crecimiento celular 
descontrolado [3].  
Por mucho tiempo se ha considerado el origen del cáncer como un proceso celular 
autónomo, el cual es producto de la adquisición de sucesivas mutaciones en oncogenes 
y genes supresores de tumores que conllevan a un aumento en la capacidad proliferativa 
de las células y una mayor resistencia a la muerte [4]. Esto es una simplificación que no 
considera las interacciones que existen entre las células tumorales con los demás tipos 
de células que las rodean. Las células epiteliales que poseen mutaciones protumorales 
Capítulo I  Introducción 
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emergentes tienen la capacidad de provocar muchos cambios en el estroma del tejido 
mamario, los cuales contribuyen en la iniciación y progresión del tumor [5, 6]. Estos 
cambios incluyen un aumento en el número de fibroblastos y de células linfocitarias 
infiltrantes [7, 8]. También se produce un incremento en la densidad capilar por la 
formación de nuevos vasos sanguíneos que contribuyen con la promoción del tumor y 
las metástasis. Se incrementa la cantidad de colágeno tipo 1 y de fibrina lo cual en 
forma colectiva altera la estructura y rigidez de la matriz extracelular [9-11]. Se ha 
descripto que las células del estroma en tumores de mama presentan un comportamiento 
alterado a raíz de modificaciones epigenéticas que derivan en cambios en el patrón de 
expresión de muchos genes claves con los cuales se puede predecir la evolución clínica 
de la enfermedad. Esto indica la importancia de la influencia del estroma tumoral en la 
progresión de la enfermedad [12, 13].  
Las células del estroma interaccionan con las células tumorales ya sea de forma 
directa célula-célula o vía factores paracrinos y endocrinos solubles. Este proceso de 
intercomunicación entre las células cancerosas y las células de su entorno es recíproco. 
Es decir que las células cancerosas son capaces de modular el comportamiento de las 
células estromales y aledañas, al mismo tiempo que estas últimas también pueden 
afectar el crecimiento y la evolución de las células tumorales. Este conjunto de 
interacciones complejas entre todos los tipos de células presentes en un tumor crea el 
denominado “micro-medioambiente tumoral” [14]. Ha sido demostrado que el micro-
medioambiente tumoral contribuye activamente a la génesis y el desarrollo del tumor ya 
que estimula vías de señalización de sobrevida y antiapoptóticas al mismo tiempo que 
promueve el crecimiento descontrolado y las metástasis, un factor crítico de la 
enfermedad [15-20].  
Aspectos generales sobre el rol del sistema inmune en tumores sólidos 
Los infiltrados de células leucocitarias en el tumor constituyen la principal población 
de células del estroma con capacidad de modificar el micro-medioambiente y por lo 
tanto son actores fundamentales en la evolución de la enfermedad. Los leucocitos son 
reclutados del torrente sanguíneo, si bien en fases tempranas la principal fuente de 
leucocitos proviene del tejido circundante [21, 22]. Idealmente es de esperar que el 
sistema inmune (SI) actúe destruyendo a las células cancerosas pero esto no siempre es 
lo que ocurre. Hoy se conoce que el SI tiene la capacidad de cumplir dos roles 
completamente antagónicos en el cáncer. Por un lado, el SI es capaz de suprimir el 
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crecimiento de un tumor, ya sea por inhibición de la proliferación de las células 
neoplásicas o por la lisis de las mismas, y por el otro puede promover su progresión [23, 
24]. En este último caso el SI puede facilitar la selección de células del tumor capaces 
de sobrevivir a su acción efectora y también puede establecer en el tumor un micro-
medioambiente inflamatorio crónico supresor que facilite la inmunoevasión y la 
progresión [25-27]. En este sentido se ha observado que el tipo y la cantidad de células 
leucocitarias infiltrantes contribuyen diferencialmente en la respuesta inmune del 
huésped ya sea atacando las células tumorales o favoreciendo su crecimiento.  
Con respecto a las células de linaje linfoide, varias poblaciones diferentes de células 
T han sido observadas en el micro-medioambiente tumoral. Entre estas, se ha reportado 
que los linfocitos T cooperadores 1 (Th1, CD4
+
) y linfocitos T citotóxicos (CD8
+
) se 
ubican como las principales células inmunitarias efectoras con actividad anti tumoral 
[28]. Dentro de los muchos factores secretados por los linfocitos T CD8
+
 y Th1, ambos 
tipos de células se caracterizan por producir interferón gamma (INFγ), considerado uno 
de los factores de mayor significancia en la prevención y supresión del desarrollo 
tumoral. Sin embargo, no todas las células T ejercen una actividad anti tumoral clara. 
Los roles desempeñados por los linfocitos Th17, Th2 (CD4
+





) en el desarrollo tumoral no son del todo claros, ya que han sido documentados 
resultados contradictorios en análisis clínicos y modelos animales [29, 30]. Los 
infiltrados de células B en el micro-medioambiente secretan citocinas protumorigénicas 
que favorecen la progresión de la enfermedad. Su importancia en este sentido se 
evidencia en los modelos de ratones deficientes en linfocitos B, los cuales exhiben 
resistencia a la formación de ciertos tumores singénicos [31, 32]. Células asesinas 
naturales (NK) y linfocitos NKT también forman parte del micro-medioambiente y su 
presencia se correlaciona con un mejor pronóstico en cáncer de mama [33-36].  
Células supresoras de origen mieloide (MDSCs) y mastocitos han sido asociados con 
el crecimiento y la progresión tumoral debido a su capacidad de bloquear el montado de 
una respuesta inmune efectiva [37, 38]. Se ha demostrado en varios modelos animales 
que los infiltrados de MDSCs son capaces de promover la vascularización de los 
tumores e interrumpir el principal mecanismo de inmunovigilancia mediante la 
interferencia en la presentación de antígenos de las células dendríticas (DCs), así como 
en la activación de células T y bloqueando la citotoxicidad de las células NK. Por su 
parte, los mastocitos han sido asociados con la liberación de factores que potencian la 
proliferación de células endoteliales para promover la angiogénesis. 
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Macrófagos asociados a tumores  
Los macrófagos constituyen una de las poblaciones más abundantes en el micro-
medioambiente tumoral. En el pasado se consideraba que la función de los macrófagos 
en un entorno tumoral era la de atacar y destruir a las células malignas [39]. Hoy se sabe 
que ésta, es sólo una de las posibles facetas de los macrófagos, la cual se corresponde 
con su activación clásica. A estos macrófagos con capacidad citotóxica se los conoce 
como macrófagos M1 [40, 41]. Hasta el momento se han reportado una gran cantidad de 
estudios sobre el pronóstico de diferentes tipos de tumores con infiltraciones de 
macrófagos o TAMs (Tumor-associated Macrophages). Paradójicamente, estos estudios 
mostraron que la mayoría de los tumores que presentan TAMs tienen pronósticos 
desfavorables, como ocurre en los casos de cáncer de útero, esófago, hígado, tiroides, 
vejiga y de mama [42, 43]. Mientras que sólo en algunos tipos de tumores los TAMs 
han sido asociados con pronósticos favorables como en cáncer colorrectal y de próstata 
[44].  
Estas discrepancias en cuanto al efecto de los TAMs se deben en gran medida a que 
los macrófagos son células muy plásticas y versátiles capaces de expresar una gran 
cantidad de programas funcionales en respuesta a las diferentes señales del micro-
medioambiente. Los macrófagos poseen un continuo de diferentes estados funcionales 
posibles en cuyos extremos opuestos se pueden ubicar a los ya mencionados 
macrófagos M1 y a los macrófagos M2 o alternativos [40]. Además, dichos estados no 
son permanentes como en el caso de una diferenciación celular, sino que se comportan 
de una manera mucho más plástica y pueden ser modificados por diferentes señales del 
entorno (Fig. 2 a). Los TAMs presentes en tumores humanos y murinos generalmente 
exhiben un fenotipo inclinado hacia el extremo M2 [45]. Los TAMs con perfil tipo M2 
comparten varias características propias de los macrófagos M2, pero no todas, y están 
asociados a la promoción del tumor, la remodelación del tejido, angiogénesis y la 
supresión de la respuesta inmune adaptativa [46-48].  
La población de TAMs en los tumores humanos se sostiene principalmente mediante 
la acción de las quimiocinas, las cuales cumplen un rol esencial en el reclutamiento de 
monocitos en los tejidos neoplásicos. MCP-1 (CCL-2) es la quimiocina más 
frecuentemente encontrada en los tumores sólidos incluyendo carcinomas de mama, 
útero y ovario y es la proteína quimioatrayente de monocitos por excelencia [49]. Sin 
embargo, en el micro-medioambiente tumoral se encuentra también una variedad de 
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otras quimiocinas como CXCL1 (Gro1), CCL5 (Rantes), CXCL8 (IL-8) por nombrar 
algunas. Se ha reportado que las citocinas IL-4 e IL-13 vuelven a los monocitos 
extremadamente sensibles a los quimioatrayentes de neutrófilos como son Gro1 e IL-8 
[40]. 
 
Figura adaptada de Mantovani A et al, Trends in immunology 2002 [40] y Galdiero MR et al, J. Cell. 
Physiol. 2013 [50]. 
Figura 2: Diferentes estados de activación de los macrófagos y sus posibles efectos 
sobre células tumorales.  
a) Se muestran macrófagos M1 y M2 como los extremos opuestos de un continuo de diferentes 
estados de activación. En rojo y celeste se muestran las citocinas y moléculas efectoras 
características de los macrófagos M1 y M2 respectivamente.  
b) En el panel derecho se muestra un típico TAM con una polarización tipo M2. Las células 
neoplásicas reclutan los macrófagos y favorecen la polarización de los mismos hacia un 
fenotipo protumoral. Factores liberados por células del sistema inmune como IL-4, IL-13 e IL-
10 también contribuyen a una activación de los macrófagos tipo M2. A su vez los TAMs 
regulan muchos aspectos de la progresión tumoral como la proliferación, la remodelación de la 
ECM y angiogénesis. En el panel izquierdo se observa un macrófago M1 clásico y su 
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interacción con células Th1 y NK. El macrófago M1 libera moléculas efectoras (NO, ROS) y 
proinflamatorias (IL-1β, IL-12) que producen daño tisular y destruyen las células tumorales. A 
su vez los macrófagos M1 tienen una eficiente capacidad de presentación antigénica a través del 
MHCII. Abreviaturas: TNF: Factor de necrosis tumoral, IL: Interleucina, IFN: Interferón, iNOS: 
Sintetasa de óxido nítrico inducible, IL-1 ra: antagonista del receptor de IL-1, ROS: Especies de 
oxígeno reactivo, NO: Óxido nítrico, MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad, MMPs: 
Metaloproteinasas de la ECM, ECM: Matriz extracelular, VEGF: Factor de crecimiento 
vascular endotelial, TGF: Factor de crecimiento transformante, M-CSF: Factor estimulante de 
colonias de macrófagos. 
 
 
La polarización de los macrófagos en dos estados antagónicos de activación M1 y 
M2 es una simplificación que permite una mejor comprensión a la hora de estudiar el 
comportamiento de estas células. Agentes microbianos como lipopolisacáridos (LPS) o 
la citocina IFN-γ promueven una polarización de los macrófagos hacia el extremo M1, 
los cuales se caracterizan por secretar altos niveles de citocinas proinflamatorias como 
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 beta (IL-1β), IL-12 y 
moléculas efectoras citotóxicas como la sintetasa de óxido nítrico inducible (iNOS) y 
especies de oxígeno reactivo (ROS) [41].  
Por el contrario, las citocinas IL-4, IL-13 e IL-10 promueven una polarización de los 
macrófagos hacia el extremo M2. Los macrófagos M2 son capaces de estimular y 
favorecer el crecimiento tumoral mediante la expresión de factores de crecimiento tales 
como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). Estos 
macrófagos también secretan moléculas como el factor de crecimiento vascular 
endotelial (VEGF), IL-8 y metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) que 
estimulan la angiogénesis y la remodelación de tejido. A su vez, los macrófagos M2 
también son capaces de suprimir el SI de manera local mediante la expresión de 
prostaglandina E2 e IL-10 [40, 51-54].  
Esto indica que los macrófagos tienen el potencial de ejercer una doble función. Por 
un lado pueden atacar al tumor destruyendo a las células neoplásicas y por el otro 
pueden favorecer la formación de un micro-medioambiente propicio para el crecimiento 
y la progresión del tumor. El resultado final dependerá del estado funcional de los 
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Implicancias de un ambiente proinflamatorio en el cáncer 
El hecho de que los macrófagos M1 tengan la capacidad de destruir células ajenas a 
nuestro organismo o alteradas, como las tumorales por ejemplo, podría sugerir que las 
citocinas proinflamatorias contribuyen en este mismo sentido. Por el contrario, las 
evidencias indican que es mucho más probable que un ambiente proinflamatorio 
contribuya con el crecimiento y progresión tumoral e inmunosupresión a que favorezca 
el montado de una respuesta antitumoral efectiva. Ya en el año 1863 Rudolf Virchow, al 
encontrar infiltrados leucocitarios en tejidos tumorales, relacionó la inflamación crónica 
con el cáncer. En general las inflamaciones crónicas y de bajo grado han sido asociadas 
con efectos pro-tumorales mientras que las inflamaciones agudas y de alto grado se 
relacionan con efectos anti-tumorales [57].  
El micro-medioambiente tumoral, determinado por las células neoplásicas y los 
diferentes componentes del estroma (células del SI, tejido conectivo, etc.), contiene una 
red de citocinas que son comunes en muchos tumores sólidos. Dicha red generalmente 
carece de citocinas involucradas en establecer una respuesta inmune antitumoral 
efectiva y es rica en citocina proinflamatorias, factores de crecimiento y quimiocinas 
[58]. Muchas de estas citocinas son inducidas por hipoxia, la cual es una de las 
principales diferencias fisiológicas entre el tejido sano y tumoral [59]. Ejemplos de tales 
citocinas son TNF-α, IL-1 e IL-6 y las quimiocinas MCP-1 (CCL-2), IL-8, y Rantes 
(CCL-5).  
Una red de citocinas proinflamatorias puede tener influencia sobre la supervivencia, 
proliferación, estabilidad genómica, diferenciación y migración tanto de las células 
neoplásicas como de las células del estroma. Por ejemplo, citocinas proinflamatorias 
pueden inducir la producción de óxido nítrico (NO) el cual tiene efectos mutagénicos. 
Por otra parte se ha reportado que IL-6, IL-1 e IL-8 tienen un efecto mitogénico en 
diferentes tipos de cáncer como el mieloma múltiple, carcinoma gástrico y el melanoma, 
respectivamente [60-62].  
Con respecto a la supervivencia de la célula tumoral, IL-6 y TNF-α, a través de los 
factores de transcripción STAT3 y NF-kB respectivamente, pueden estimular la 
expresión de moléculas antiapoptóticas como Bcl-2, Bcl-XL y c-FLIP [63, 64]. STAT3 
y NF-kB también pueden interferir en las síntesis de la proteína p-53, la cual está 
implicada en varios mecanismos antitumorales [65].  
La angiogénesis es otra característica propia de los tumores sólidos, la cual también 
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está dirigida por hipoxia. Además, citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1 e IL-6 
pueden estimular la producción de factores angiogénicos como VEGF. En muchos 
casos se ha asociado a los TAMs con la vascularización tumoral y peores pronósticos, 
incluso el TGF-β producidos por los macrófagos tiene capacidad angiogénica [66]. 
Desde una perspectiva clínica, las metástasis son el aspecto más crítico de las 
enfermedades neoplásicas debido a que alrededor del 90 % de las muertes por cáncer es 
causada por las metástasis. Un micro-medioambiente inflamatorio puede promover las 
metástasis debido a que incrementa la permeabilidad vascular, lo cual facilita la 
intravasación de las células tumorales al torrente sanguíneo. A su vez, TNF-α e IL-6 
pueden promover la supervivencia de las células tumorales circulantes [67]. 
TNF-α e IL-6 en el micro-medioambiente tumoral 
TNF-α e IL-6 son tal vez unas de las citocinas protumorigénicas más estudiadas 
debido a su habilidad para activar factores de transcripción oncogénicos como NF-kB, 
AP-1 (TNF) y STAT3 (IL-6) en células epiteliales [68, 69]. Como ya se dijo TNF-α e 
IL-6 tienen influencia sobre todos los estadios del desarrollo tumoral incluyendo la 
iniciación, la promoción y la metástasis [70, 71]. Más del 50 % de todos los tipos de 
cáncer presentan una activación aberrante de NF-kB y/o STAT3 lo cual incrementa el 
crecimiento tumoral debido a que induce resistencia a la apoptosis y una mayor 
velocidad de proliferación [72].  
TNF-α es una proteína de 17 kDa que forma un homotrímero en solución, no unido 
covalentemente. El TNF-α se sintetiza como una proteína transmembrana de 26 kDa 
que es convertida en su forma soluble antes mencionada mediante el clivaje de una 
enzima llamada TACE (TNF-converting enzyme) [73]. Hay dos tipos de receptores de 
TNF-α: el TNFR1, el cual se encuentra expresado en la mayoría de las células del 
cuerpo, y el TNFR2, el cual se expresa principalmente en células hematopoyéticas. El 
TNFR1 es activado por el TNF-α soluble mientras que el TNFR2 se une principalmente 
al TNF-α transmembrana. Los receptores de TNF-α también se encuentran en forma 
soluble en el organismo, ésta es una forma de inhibir la bioactividad de TNF-α ya que 
los receptores solubles compiten con los receptores en la superficie de las células por la 
unión al ligando [74].  
En un comienzo se pensó que el TNF-α tenía la capacidad de ser intrínsecamente 
citotóxico para las células tumorales en modelos animales e incluso en humanos [75]. 
Sin embargo, luego se pudo comprobar que la mayoría de las acciones citotóxicas del 
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TNF-α se producen en combinación con otros componentes como inhibidores 
metabólicos o IFNγ [76, 77]. Sólo, el TNF-α es incluso capaz de inducir inflamación y 
supervivencia [78]. De hecho muchas células malignas producen de manera constitutiva 
pequeñas cantidades de TNF-α [79]. Es decir que la activación del TNFR1 puede 
producir apoptosis por un lado o supervivencia e inflamación por el otro, el resultado 
final dependerá del contexto celular. Pero la vía de señalización por defecto de TNFR1 
es la de inducir supervivencia e inflamación. La apoptosis es una respuesta tardía al 
TNF-α condicionada por otros factores. Sin embargo, otros miembros de la familia de 
proteínas TNF como FASL y TRAIL sí pueden inducir una respuesta rápida de 
apoptosis.  
Esto significa que TNF-α puede estar involucrado tanto en la destrucción de tejido 
como en su remodelación, realizando contribuciones claves para el crecimiento e 
invasión tumoral. Por ejemplo, mientras el TNF-α es capaz de inducir la muerte de 
células alteradas en el sitio de inflamación, también puede estimular el crecimiento de 
fibroblastos. Altas concentraciones locales de TNF-α en los tumores destruyen 
selectivamente los vasos sanguíneos, pero cuando esta citocina se produce de manera 
crónica en dosis bajas puede actuar como un promotor tumoral endógeno. El TNF-α es 
capaz de destruir vasos sanguíneos pero también de inducir factores angiogénicos [80]. 
En este sentido se ha reportado que en cáncer de mama el TNF-α puede regular la 
actividad de la enzima timidina fosforilasa la cual está involucrada en angiogénesis 
[81].  
Si bien el TNF-α es una citocina pleiotrópica producida por muchos tipos celulares 
diferentes, las células de linaje monocítico como los macrófagos conforman la principal 
fuente de síntesis de TNF-α en el cuerpo humano. A su vez, TNF-α es capaz de inducir 
la expresión de la quimiocina MCP-1 implicada en la atracción de monocitos y 
linfocitos estableciendo una conexión entre la inflamación y los infiltrados 
leucocitarios. El TNF-α es un “regulador maestro” de la producción de citocinas 
proinflamatorias y un actor central en la activación celular de vías inflamatorias a través 
de NF-kB y ERKs [82] (Fig. 3).  
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Figura adaptada de Balkwill F, Nat. Rev. Cancer 2009 [83]. 
Figura 3: Vías de señalización de TNF-α. 
La activación de los receptores de TNF-α (TNFR1/2) induce el reclutamiento de proteínas 
adaptadoras intracelulares que activan múltiples vías de transducción de señales (Panel 
izquierdo). En naranja se esquematiza la vía de señalización que conduce a la apoptosis. La 
activación de esta vía depende de otros estímulos externos. La activación de FADD (dominio de 
muerte asociado a Fas) vía TRADD (dominio de muerte asociado a TNFR) activa la caspasa 8 
lo cual inicia una cascada de activación de proteasas regulada por otras caspasas (caspasa 3 y 9) 
y a la activación de vías mitocondriales que conducen a la muerte de la célula. La acumulación 
de ROS y la activación sostenida de JNK (quinasa amino terminal de Jun) también puede 
conducir a la apoptosis. En azul se muestran las diferentes vías de señalización que finalmente 
producen inflamación y supervivencia de las células. La activación de TRAF2 (factor 2 
asociado a TNFR) es capaz de inhibir la apoptosis mediante la activación de cIAP (proteína 
citoplasmática inhibidora de apoptosis). TRAF2 inicia una cascada de fosforilación de quinasas 
que culmina en la activación del factor de transcripción AP-1 (cFos / cJun). TRAF2 también 
activa RIP (Proteina interactuante del receptor) el cual es capaz de activar diferentes cascadas de 
MAPKs (Proteína quinasa activada por mitógenos). El principal evento de señalización de RIP 
es la activación de la vía de NF-kB (marca amarilla y panel derecho). RIP activa NIK (quinasa 
inductora de NF-kB) y este a su vez activa a IKK (quinasas de IkB) la cual fosforila al inhibidor 
de NF-kB (Ik-Bα) el cual es degradado por proteosoma. NF-kB es capaz de inducir la 
transcripción de varias proteínas proinflamatorias, quimiocinas y factores de supervivencia.  
 
 
Las oncoproteínas miembro de la familia de NF-kB regulan la transcripción de genes 
involucrados precisamente en la mayoría de los aspectos claves que fueran mencionados 
para la progresión tumoral como son la angiogénesis, remodelación de tejido, 
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supervivencia celular y respuesta inflamatoria. Las principales citocinas y quimiocinas 
reguladas por NF-kB son IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1 (CCL-2) y Rantes (CCL-5) [63, 84]. 
Esta combinación de citocinas y quimiocinas es capaz de influir de forma marcada en el 
micro-medioambiente y de contribuir a mantener el estado funcional o de activación que 
adoptan los TAMs hacia un fenotipo M2. 
Por otra parte, la IL-6 es una glucoproteína secretada por macrófagos, células T, 
células endoteliales y fibroblastos. Su expresión está inducida por IL-1 y se incrementa 
en respuesta a TNF-α. IL-6 cumple un rol fundamental promoviendo la inflamación y la 
respuesta inmune [85, 86]. Originalmente identificada como un factor de crecimiento de 
células B, IL-6 ha mostrado tener la capacidad de inducir importantes señales de 
proliferación y sobrevida en varios tipos de leucocitos y de participar en el armado de la 
respuesta inmune [87, 88].  
Se ha descripto una faceta anti inflamatoria para IL-6 actuando como miocina 
(citocina secretada por el tejido muscular). Aunque se ha demostrado que la vía de 
señalización de IL-6 en macrófagos, la cual depende del factor de transcripción NF-kB, 
difiere de la vía de producción de IL-6 en los músculos, siendo en este último caso 
independiente de NF-kB [89]. Por esto, la expresión de IL-6 en monocitos o macrófagos 
siempre produce una respuesta proinflamatoria mientras que en el tejido muscular puede 
tener un efecto anti inflamatorio. 
Altos niveles de IL-6 en el suero de pacientes con cáncer demostró ser un indicador 
pronóstico de peores resultados en la evolución de la enfermedad. Esto se observó en 
diferentes patologías neoplásicas como cáncer de mama, colon, gástrico, de pulmón y 
en melanoma [90, 91]. La principal fuente de IL-6 en el micro-medioambiente tumoral 
incluye a las mismas células neoplásicas así como los TAMs, MDSC, células T CD4
+
 y 
fibroblastos [92, 93]. 
La activación de la vía de señalización de IL-6 en las células tumorales activa el 
factor de transcripción STAT3 (Fig. 4). La desregulación en la activación de STAT3 es 
considerado un evento oncogénico [69, 84, 88]. La activación de STAT3 puede 
provocar la progresión del cáncer a través de la transcripción de genes claves como el 
regulador del ciclo celular ciclina D1, el proto-oncogen c-Myc y reguladores 
transcripcionales como Jun-B y c-Fos [69, 84, 88]. Actuando a través de STAT3, IL-6 
puede aumentar la capacidad de supervivencia de las células tumorales induciendo la 
expresión de las proteínas anti apoptóticas BCL-2, BCL-XL y survivin [94].  
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Imagen adaptada de Heinrich PC. et al, Biochem J. 2003 [95]. 
Figura 4: Principales vías de señalización de IL-6 
La citocina IL-6 se une a su receptor (IL-6-R) el cual se acompleja con un homodímero del 
transductor de señales gp130 (glicoproteína 130). Esto produce la activación de los miembros 
de la familia de tirosina quinasas JAK (Janus Kinase) JAK1, JAK2 y TYK2. Las tirosinas JAK 
fosforilan a gp130 en múltiples sitios, lo cual conduce al reclutamiento de la familia de 
proteínas STATs y su posterior fosforilación. STAT3 es el principal factor de transcripción 
activado por esta vía dependiente de IL-6. Posterior a su activación STAT3 dimeriza y trasloca 
al núcleo celular para actuar como factor de transcripción de sus genes blanco. A su vez JAK es 
capaz de fosforilar a SHP2, el cual a través del complejo SOS-Grb2 activa Ras y la subsecuente 
activación de la cascada de MAPKs (Proteínas quinasas activadas por mitógenos). SOS-Grb2: 
Son of Sevenless-Growth factor receptor-bound protein 2. TF: Transcription Factor.  
 
 
Además, la activación de la vía de IL-6/STAT3 en las células tumorales puede 
favorecer la capacidad invasiva de las mismas, la transición epitelio mesenquimal, la 
angiogénesis y las metástasis a través de la expresión de MMPs, VEGF y FGF [96-99].  
Sumado a la actividad intrínseca de IL-6 sobre las células tumorales, existe un efecto 
de dicha citocina actuando sobre diferentes componentes del estroma tumoral como las 
células endoteliales, TAMs y MDSCs [100]. En tumores de mama de modelos murinos, 
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altas concentraciones de IL-6 se correlaciona con la acumulación de MDSCs, las cuales 
tienen la capacidad de suprimir el montado de una respuesta inmune antitumoral [101, 
102]. En esta misma línea, la activación de la vía de señalización IL-6/STAT3 impide la 
maduración y diferenciación de las DCs, de esta manera se impide la activación de las 
células T [103].  
STAT3 es un importante mediador de las interacciones que ocurren entre los TAMs 
y las células tumorales. La activación de STAT3 juega un papel importante en la 
adquisición de un estado pro-tumoral tipo M2 de los macrófagos dado que muchos 
factores angiogénicos e inmunosupresores son regulados por dicho factor de 
transcripción [64, 104].  
Receptores estrogénicos 
Los estrógenos pertenecen a la familia de hormonas esteroideas las cuales ejercen 
una gran variedad de efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciación de 
diferentes tejidos. La acción reguladora primaria de los estrógenos está restringida 
principalmente a los órganos reproductivos; sin embargo, pueden regular otros procesos 
en tejidos como el hueso, hígado, sistema cardiovascular y cerebro. En las mujeres hay 
tres tipos de estrógenos naturales, la estrona (E1), el estriol (E3) y el estradiol (17β‐
estradiol o E2), siendo el E2 el estrógeno predominante en la circulación durante los 
años reproductivos de la mujer y el que presenta una mayor actividad estrogénica. La 
acción del E2 está mediada a través de su unión a dos tipos de receptores estrogénicos 
(ER) denominados ERα y ERβ. Ambos receptores pertenecen a la superfamilia de 
receptores nucleares de tipo I, también conocidos como receptores esteroideos [105, 
106]. Se ha observado que el patrón de expresión de estos dos receptores es diferencial y 
varía según el tipo de tejido. Particularmente, en el tejido epitelial de mama se expresa 
mayoritariamente el ERα el cual es necesario para el desarrollo post-natal de la glándula 
mamaria [107, 108]. En general los efectos del ERα están relacionados con procesos 
proliferativos, mientras que los de ERβ se relacionan con procesos antiproliferativos y 
de diferenciación [109, 110]. Algunas células tumorales de mama expresan el ERβ pero 
la mayoría lo hace en niveles bajos o indetectables [111].  
Los receptores de estrógenos poseen seis dominios estructurales denominados A, B, 
C, D, E y F (Fig. 5). El sitio N-terminal de los dominios A/B contiene el sitio AF-1 el 
cual contribuye en la actividad transcripcional y es un dominio esencial en la 
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interacción con los correguladores. El dominio C contiene el sitio de unión al ADN 
(DBD). El dominio D es una región bisagra que contiene secuencias que estimulan la 
localización nuclear. Finalmente, los dominios E/F localizada en la región C-terminal 
contiene un sitio de unión a ligando (LBD). El LBD también contiene una superficie de 
dimerización y un sitio de activación dependiente de ligando denominado AF-2. AF-1 y 
AF-2 controlan la actividad regulatoria transcripcional del ERα. 
 
 
Imagen adaptada de Jameera Begam A et al, Bioorg Chem. 2017 [112]. 
Figura 5: Organización de dominios del ERα 
El ERα consiste de 6 dominios estructurales (A, B; C, D, E, F) que contienen diferentes sitios 
funcionales: AF-1 (Activation Function-1); DBD (DNA-Binding Domain); H (Hinge); LBD 
(Ligand Binding Domain); AF-2 (Activation Function-2) y el dominio F.   
 
 
La teoría clásica de las hormonas esteroideas establece que los ERs son activados por 
la unión al ligando E2 en el núcleo (Activación directa) [113]. La unión del ligando al 
receptor induce un cambio conformacional que causa la disociación con la chaperona 
HSP90. Luego el complejo ligando receptor homodimeriza y se une a los elementos de 
respuesta a estrógenos (EREs) presentes en los promotores de los genes diana, actuando 
como un factor de transcripción. Existe también un mecanismo de activación indirecto 
el cual incluye la interacción proteína-proteína con otro factor de transcripción. Es decir 
que en este caso el dímero del complejo ligando-ER regula la transcripción génica 
uniéndose a otra proteína y no al ADN. Por otro lado los ERs tienen un mecanismo de 
activación independiente de ligando, en el que varias proteínas quinasas implicadas en 
la vía de señalización de factores de crecimiento fosforilan el ER activándolo, pudiendo 
explicar este mecanismo el crecimiento independiente de hormonas [114] (Fig. 6). 
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Imagen adaptada de Jameera Begam A et al, Bioorg Chem. 2017 [112] 
Figura 6: Mecanismos de acción del ERα 





Los correguladores son moléculas que mediante su interacción con distintos factores 
de transcripción pueden activar o reprimir la expresión de un determinado gen [115]. El 
número de correguladores es enorme, sugiriendo que para que una activación o 
represión sea eficiente se necesita una combinación específica de eventos que incluye a 
los correguladores, factor de transcripción y promotor involucrado además del tipo 
celular y su contexto.  
Distintas modificaciones post-traduccionales (fosforilación, metilación, acetilación, 
etc.) tanto en los factores de transcripción como en sus correguladores aumentan o 
disminuyen la afinidad entre ambos componentes alterando indirectamente la expresión 
de un determinado gen [116]. 
Los coactivadores aumentan la capacidad transcripcional a través de una 
combinación de mecanismos que incluyen un reclutamiento más eficiente de la 
maquinaria basal de transcripción, mediante actividades enzimáticas propias o de otras 
proteínas que se asocian a ellos. Estas actividades enzimáticas en general producen una 
remodelación en la cromatina debido a fosforilación (SWI-SNF), acetilación 
(CBP/p300, pCAF, SRCs), metilaciones (CARM1, PRMT-1/2) y ubiquitinaciones (E6-
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AP, Rsp5). La asociación de los factores de transcripción y de los coactivadores a un 
determinado promotor se encuentra temporalmente regulada [117]. 
Los correpresores son reguladores negativos de la transcripción génica. SMRT y 
NCoR son dos correpresores que han sido asociados con ERα. Aunque estas dos 
moléculas parecen no poseer una actividad represiva intrínseca, tienen la capacidad de 
reclutar complejos que incluyen histonas deacetilasas que aumentan la compactación de 
la cromatina y limita la capacidad transcripcional. NCoR y SMRT interaccionan con 
ERα de manera independiente de ligando, pero en el caso SMRT no afecta la actividad 
mediada por estradiol. 
Cáncer de mama ER+ y el tratamiento endocrino  
Alrededor de un 50-60 % de todos los tumores de mama primarios son positivos para 
el ERα [118]. La primera línea de tratamiento que se emplea en más de dos tercios de 
todos los tumores de mama ER+ es la terapia adyuvante anti estrogénica la cual logra 
reducir la mortalidad de los primeros quince años en un tercio [119, 120]. Esta terapia 
se basa en la utilización de diferentes drogas capaces de bloquear al receptor de 
estradiol. Por ejemplo, existen diferentes compuestos químicos llamados moduladores 
selectivos de ER (SERMs) que al unirse al receptor pueden actuar como agonistas o 
antagonistas dependiendo del órgano blanco.  
El tamoxifeno es uno de los SERMs más conocidos por su acción antagonista en el 
tejido mamario al bloquear el dominio AF-2 del ERα y se lo utiliza ampliamente en 
mujeres pre y post menopáusicas. También existen otros compuestos tales como el 
fulvestrant (ICI 182,780) y ICI 164,384 que son antagonistas puros ya que bloquean la 
actividad del ER en todos los tipos de tejidos evitando el reclutamiento de coactivadores 
de la transcripción y promoviendo la interacción con correpresores [121].  
Otra de las estrategias utilizadas en el tratamiento de tumores de mama ER+ es el uso 
de inhibidores de aromatasas, los cuales directamente bloquean la producción de 
estradiol. Esta última alternativa si bien demostró ser efectiva en muchos casos sólo 
puede ser utilizada en mujeres post menopáusicas.  
Los tratamientos que se basan en bloquear el estímulo mitogénico dependiente de ER 
son prometedores y en muchos casos han dado buenos resultados. Sin embargo, tal 
estrategia terapéutica necesita ser mejorada debido a que se han identificado varios 
mecanismos de resistencia a los tratamientos endocrinos en cáncer de mama.  
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Una hipótesis que se ha desarrollado a partir de modelos de laboratorio es que la 
fosforilación independiente de ligando del ERα podría causar resistencia a tamoxifeno 
[122-125]. Un sitio de fosforilación muy estudiado es el de la serina (S) 118 en el 
dominio AF-1. Tanto el estradiol como factores de crecimiento (EGF, FGF, etc.) 
estimulan la fosforilación en la S118. Los factores de crecimiento, a través de sus 
receptores activan la vía de señalización de MAPK (ERK 1/2) las cuales pueden 
fosforilar la S118 de una manera independiente de ligando.  
Existen además otros mecanismos de resistencia al tratamiento endocrino que 
involucra la modificación en los niveles de correguladores transcripcionales [126]. Por 
ejemplo se ha descripto que los niveles de NCoR se incrementan tras el tratamiento con 
tamoxifeno y tumores resistentes a tamoxifeno mostraron bajos niveles de NCoR [127]. 
También se ha reportado que los coactivadores miembros de la familia SRC tienen la 
capacidad de modular la proliferación basal mediada por estrógenos en células 
resistentes a tamoxifeno [128]. Además SRC1 ha sido asociado con la promoción de 
metástasis y resistencia a inhibidores de aromatasas en cáncer de mama [129]. 
La sobre-expresión de proteínas reguladoras claves en proliferación y supervivencia 
como NF-kB [130], c-Myc, ciclina D1 [131, 132] y STAT3 [131] también han sido 
asociadas con resistencia a tratamientos endocrinos.  
Se ha reportado una interacción entre el ERα y el NF-kB donde el ERα activado por 
E2 en principio tendría un efecto supresor en genes de células de mama que responden a 
NF-kB [133]. De hecho, los tumores de mama ER– son asociados con elevada actividad 
de NF-kB [134, 135] y con un incremento en la expresión de las citocinas IL-6, IL-8 y 
las quimiocinas Rantes (CCL-5) y MCP-1 (CCL2) [136, 137]. En el mismo sentido, los 
inhibidores de aromatasas son capaces de remover el efecto supresor del E2 sobre NF-
kB. Sin embargo, esta inhibición de NF-kB por ERα estaría siendo modulada por el 
coactivador CBP, el cual tendría la capacidad de revertir el antagonismo observado 
entre ambos factores de transcripción [133, 138]. Las evidencias indican que no existiría 
un único mecanismo de transrrepresión de NF-kB por el ERα activado y que éste 
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Objetivo general 
Este primer capítulo se centra en el estudio de la interacción entre los TAMs con las 
células de cáncer de mama positivas para el receptor de estrógenos (células ER+) y el 
impacto que esto tiene sobre dichas células tumorales. La hipótesis de trabajo es que 
alteraciones en los TAMs podrían producir modificaciones del micro-medioambiente 
tumoral que favorezcan la resistencia de los tumores de mama ER+ a los tratamientos 
endocrinos. El objetivo final de esta tesis es dilucidar el mecanismo por el cual los 
TAMs, que forman parte del micro-medioambiente tumoral, favorecen el desarrollo de 
resistencia a los tratamientos hormonales (SERMs y antagonistas del ERα) en las 
células tumorales de mama.  
Objetivos específicos 
1. Determinar mediante ensayos in vitro posibles efectos en la proliferación de 
células de cáncer de mama humanas ERα + o ERα - causados por la presencia de 
macrófagos.  
2. Estudiar en un modelo de cáncer de mama ERα + probables cambios en la 
capacidad invasiva y migratoria inducidos por la presencia de macrófagos. 
3. Establecer si la presencia de macrófagos induce o favorece el desarrollo de 
resistencia, por parte de las células de cáncer de mama, a los tratamientos con 
drogas antagonistas del ER.  
4. Estudiar en un modelo in vivo si el micro-medioambiente formado por 
macrófagos y monocitos favorece el desarrollo de resistencia endócrina de 
tumores de mama ER+ al tratamiento con drogas antagonistas de dicho receptor 
ampliamente utilizadas actualmente en la clínica como el tamoxifeno y el 
fulvestrant. 
5. En caso de demostrarse que los macrófagos inducen resistencia a los 
antagonistas del ER en células tumorales de mama (punto 3), establecer el 
mecanismo molecular por el cual los macrófagos inducen resistencia endócrina 
en las células de cáncer de mama y tratar de bloquear el desarrollo de dicha 
resistencia. 
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Resultados 
Macrófagos condicionados promueven la proliferación de células de cáncer de 
mama ERα+ de una manera independiente de estradiol. 
En un principio se planteó evaluar cómo afectan los macrófagos el nivel de 
proliferación de células tumorales de mama ER+, las cuales normalmente responden al 
tratamiento endocrino con tamoxifeno. Para ello células de mama MCF-7 fueron co-
cultivadas con macrófagos en un pocillo de inserción para separar ambas líneas 
celulares. El pocillo de inserción, donde se colocaron los macrófagos, posee una 
membrana semipermeable con un tamaño de poro de 0,4 µm que permite la libre 
circulación de citocinas y demás solutos, pero impide el pasaje de una célula de un lado 
al otro evitando así el contacto directo entre ambos tipos de células. Es importante 
aclarar que previo al experimento de proliferación de las células MCF-7, los macrófagos 
fueron tratados con TNF-α a una concentración 1 ng/mL por 6 horas y luego lavados. A 
los macrófagos que fueron sometidos a este proceso los llamamos “macrófagos 
condicionados”, para más detalle se muestra un esquema del experimento (Fig. 7). 
 
 
Figura 7: Esquema experimental del co-cultivo de macrófagos condicionados con 
células MCF-7. 
M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrófagos, PMA: Forbol 12-miristrato 13-acetato. 
 
 
Estos ensayos, donde se evaluó la proliferación de las células MCF-7, se hicieron en 
presencia de macrófagos primarios humanos (diferenciados a partir de monocitos de 
sangre periférica) o de macrófagos diferenciados a partir de las líneas monocíticas 
humanas THP-1 o KG-1 (Fig. 8a, 8b y 8c respectivamente). Las células MCF-7 
utilizadas mostraron un comportamiento normal en respuesta a E2. Células MCF-7 
cultivadas solas (sin macrófagos) proliferaron al ser estimuladas con E2 (P ≤ 0.05). 
También se observó que las células MCF-7 solas no proliferan al ser estimuladas con 
Capítulo I  Resultados 
 
Página | 28  
 
TNF-α (Fig. 8 barras azules). Por otro lado, cuando las células MCF-7 son estimuladas 
con estradiol en presencia de macrófagos condicionados THP-1 y KG-1 muestran un 
aumento en la proliferación con respecto a las células MCF-7 solas (P ≤ 0,05 y P ≤ 0,01 
respectivamente). Dicho incremento no fue significativo para las células MCF-7 co-
cultivadas con macrófagos primarios. Pero lo más llamativo de todo fue que las células 
MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados KG-1, THP-1 o primarios 
proliferaron ante el estímulo con TNF-α en ausencia de estradiol (P ≤ 0,0001; P ≤ 0,001 
y P ≤ 0,0001 respectivamente), incluso el tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 no 
fue suficiente para bloquear la proliferación de las células MCF-7 en estas condiciones 




Figura 8: Macrófagos condicionados inducen mayor proliferación y resistencia 
endócrina en células MCF-7 
Proliferación de células MCF-7 en presencia o ausencia de macrófagos primarios humanos (a), 
macrófagos de la línea celular THP-1 (b) o KG-1 (c) todos previamente condicionados con 
TNF-α. En (d) se muestra la proliferación de células MCF-7 con macrófagos KG-1 vírgenes o 
condicionados con TNF-α. Las células fueron cultivadas separadas por una membrana 
semipermeable y tratadas con los compuestos indicados por 48 h. La proliferación se midió por 
un método colorimétrico que tiñe el ADN (CyQuant) y se muestra el promedio de tres 
experimentos independientes con su respectivo error estándar de la media (SEM) expresado en 
unidades arbitrarias (u.a.). Cntrl: Medio DMEM sin factores adicionales, E2: Estradiol 1 µM, 
TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias 
estadísticas se expresan con respecto a su control (Cntrl, del mismo color) (Δ y Ψ) o con 
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respecto al mismo tratamiento sin macrófagos (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 
símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001. 
 
 
Como se puede observar, los resultados obtenidos con los tres tipos de macrófagos 
utilizados fueron muy similares. En todos los casos el mero estímulo con TNF-α fue 
suficiente para inducir proliferación en las células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos 
condicionados a tasas equiparables al de las células MCF-7 solas estimuladas con 
estradiol. Por el contrario las células MCF-7 solas no proliferaron al ser estimuladas con 
TNF-α. Estos experimentos nos permiten afirmar con claridad que los macrófagos 
condicionados tienen la capacidad de inducir resistencia a dos inhibidores diferentes del 
receptor de estrógenos. Por último, los macrófagos vírgenes (naive) que no fueron 
condicionados con TNF-α no fueron capaces de producir los mismos efectos que los 
macrófagos condicionados (Fig. 8d). Como ya se dijo el TNF-α es capaz de influir en el 
estado de activación de los macrófagos y de regular la expresión de diversas citocinas y 
quimiocinas que podrían estar involucradas en este fenómeno. 
Algunas de las preguntas que surgen según lo descripto hasta el momento son: “¿La 
inducción de proliferación producida por TNF-α en los co-cultivos de células MCF-7 y 
macrófagos ocurre en otras líneas celulares de mama?” y “¿Este fenómeno es 
dependiente del ERα o de alguna otra vía totalmente diferente?”. Con el objetivo de 
comenzar a responder estas preguntas se hicieron experimentos de proliferación como el 
ya descripto para las células MCF-7, pero utilizando otras líneas tumorales de mama y 
macrófagos condicionados con TNF-α diferenciados a partir de monocitos THP-1. Se 
emplearon otras tres líneas celulares de mama ERα+ además de las células MCF-7 y 
cuatro líneas celulares de mama que no poseen el ERα (ERα -) para comparar de esta 
manera posibles diferencias entre estos dos grandes grupos.  
En el caso de las células ERα+ fueron utilizadas las líneas T-47D, ZR-75-1 y BT-474 
y se obtuvieron resultados muy similares a los de las células MCF-7. En todos los casos 
las células ERα+ co-cultivadas con macrófagos condicionados incrementan su tasa de 
proliferación ante el estímulo con suero fetal bovino (FBS) o estradiol en comparación 
con su contraparte sin macrófagos (MCF-7, T-47D y ZR-75-1 P ≤ 0,001; BT-474 P ≤ 
0,01). Por su parte el estímulo con TNF-α de manera similar a lo observado en las 
células MCF-7 no tuvo ningún efecto sobre la proliferación de las células ERα+ en 
ausencia de macrófagos, mientras que en presencia de macrófagos el TNF-α indujo 
niveles de proliferación similares a los del FBS o estradiol (P ≤ 0,0001 con respecto al 
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control). El tratamiento con tamoxifeno no fue capaz de bloquear la proliferación 
inducida por TNF-α (T-47D y ZR-75-1 P ≤ 0,0001; MCF-7 y BT-474 P ≤ 0,01 con 
respecto al control) mostrando sólo una disminución parcial. Esto valida y le da 
robustez al fenómeno descripto ya que el mismo no se limita a una sola línea celular de 




Figura 9: Los macrófagos condicionados inducen proliferación en células de 
cáncer de mama ERα+ pero no en aquellas que son ERα-. 
Proliferación de células de cáncer de mama ER+ (a) o ER- (b) en presencia o ausencia de 
macrófagos THP-1 condicionados con TNF-α. Las células fueron cultivadas por 48 h. separadas 
por una membrana semipermeable en presencia de los compuestos que se especifican en cada 
condición. Luego del tiempo especificado la proliferación se cuantificó midiendo la cantidad 
total de ADN por CyQuant. El experimento se realizó por cuadruplicado y se muestra el 
promedio más el error estándar de la media (SEM) expresados en unidades arbitrarias (u.a.). 
Cntrl: Medio DMEM sin factores adicionales, FBS: Suero fetal bovino, E2: Estradiol 1 µM, 
TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM. Las diferencias estadísticas se expresan con 
respecto a su control (Cntrl, del mismo color) (Δ y Ψ) o con respecto al mismo tratamiento sin 
macrófagos (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 
0,0001. 
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Por otro lado los resultados de proliferación obtenidos con las células de mama que 
no poseen el receptor de estrógeno alfa fueron diametralmente opuestos. En estos 
ensayos se incluyeron a las líneas tumorales de mama SK-BR-3, MDA-MB-231, Hs 
578T y HCC1395. Contrariamente a lo observado en las células de mama ERα+ el co-
cultivo de células de mama ERα- y macrófagos condicionados no afectó los niveles de 
proliferación de ninguna de estas líneas celulares. Ante el estímulo con FBS las células 
proliferaron de igual manera en presencia o ausencia de macrófagos y el estímulo con 
estradiol o TNF-α no indujo proliferación en ningún caso (Fig. 9b).  
Estos resultados en su conjunto muestran que los macrófagos condicionados con 
TNF-α son capaces de favorecer e incrementar la proliferación de células tumorales de 
mama al parecer de una manera dependiente del receptor de estrógenos. El co-cultivo 
con macrófagos condicionados afectó el crecimiento de las cuatro líneas de mama ERα+ 
evaluadas y de forma contundente no lo hizo en las otras cuatro líneas de mama ERα-. 
Debido a que los experimentos se realizaron de una manera que impidió el contacto 
directo entre las células de mama y los macrófagos los resultados sugieren que este 
efecto sería mediado por la liberación de ciertos factores solubles.  
Macrófagos condicionados incrementan la capacidad migratoria e invasiva de 
células MCF-7. 
Para profundizar más en el estudio del rol que tienen los macrófagos en los tumores 
de mama ERα+, se estudió la capacidad invasiva y migratoria in vitro de células MCF-7 
en presencia o ausencia de macrófagos condicionados.  
La capacidad invasiva se evaluó mediante un ensayo de formación de colonias en 
agar blando donde células MCF-7 fueron cultivadas solas o junto con macrófagos 
condicionados. En este caso se utilizaron macrófagos diferenciados con PMA a partir de 
la línea monocítica KG-1 y el co-cultivo se realizó sin ningún tipo de barrera que 
impidiese el contacto directo entre los macrófagos y las células de mama. Se sabe que 
las células MCF-7 raramente forman colonias en agar blando y esto es precisamente lo 
que se observa al cuantificar el número de colonias formadas por células MCF-7 en 
ausencia de macrófagos estimuladas con estradiol. En estas condiciones las células 
MCF-7 formaron unas pocas colonias (Fig. 10a barra azul).  
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Figura 10: Macrófagos 
condicionados con TNF-α inducen 
mayor proliferación libre de 
adherencia y un aumento en la 
capacidad migratoria en células 
MCF-7. 
(a) Ensayo de formación de colonias en 
agar blando de células MCF-7 con o sin 
macrófagos condicionados KG-1 según se 
aclara. El medio de cultivo se preparó con 
DMEM sin rojo fenol, 0,36% p/v de agar y 
los factores correspondientes para cada 
condición. Cada dos días se agregó 100 µL 
de medio de alimentación (ver materiales y 
métodos). Se cuantificó el número de 
colonias formadas al cabo de tres semanas 
de cultivo. Se muestra el promedio de tres 
experimentos independientes más el error 
estándar de la media (SEM). Una imagen 
de contraste de fase representativa se 
muestra en la parte baja de la figura.  
(b) Ensayo de migración de células MCF-7 
en pocillo de inserción con membrana 
porosa (8 µm). En el pocillo inferior se 
colocaron macrófagos KG-1 condicionados 
en DMEM sin rojo fenol más los 
compuestos correspondientes (barras rojas) 
o solo el medio sin macrófagos (barras 
azules). Las células MCF-7 fueron 
previamente marcadas con un fluoróforo 
CellTrace Calcein Red-Orange (AM) y 
colocadas en el pocillo de inserción. Luego 
de 48 h se midió la fluorescencia en la 
parte inferior. Se muestra el promedio de 
tres experimentos independientes más el 
error estándar de la media (SEM). Cntrl: 
DMEM sin rojo fenol ni factores adicionales, E2: Estradiol 1 µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: 
Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias estadísticas se expresan con 
respecto a su control (Cntrl, mismo color) (Δ y Ψ) o con respecto al mismo tratamiento sin 
macrófagos (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001. 
 
 
Sin embargo, al cultivar las células MCF-7 junto con macrófagos condicionados el 
número de colonias formadas se incrementó sustancialmente ya sea ante estímulo de 
estradiol o de TNF-α (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,001 respectivamente). En este último caso el 
tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 no fue capaz de reducir significativamente el 
número de colonias formadas (Fig. 10a barras rojas).  
Por su parte la capacidad migratoria fue evaluada mediante “Transwells” utilizando 
pocillos de inserción con membrana porosa. En este caso el tamaño de poro utilizado 
fue de 8 µm y las células MCF-7 fueron previamente marcadas con un fluoróforo 
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(CellTrace Calcein Red-Orange) el cual permite realizar la cuantificación de las células 
que migran al pocillo inferior. Las células MCF-7 se colocan en la parte superior de la 
membrana semipermeable del pocillo de inserción con medio DMEM sin rojo fenol ni 
factores y en el pocillo inferior se colocan los macrófagos condicionados en medio 
DMEM sin rojo fenol con o sin factores según se aclara en cada condición. En los casos 
en los que no se colocan macrófagos en el pocillo inferior éstos sólo contienen el medio 
con los factores respectivos. Cuando las células MCF-7 fueron cultivadas solas en la 
parte superior del pocillo de inserción lograron migrar a través de la membrana 
semipermeable hacia el pocillo inferior sólo con la adición de estradiol al medio (P ≤ 
0,01). Ante el estímulo con TNF-α las células MCF-7 no migraron y tampoco lo 
hicieron al ser estimuladas con TNF-α y E2 de forma conjunta (Fig. 10b barras azules).  
En contraste, la sola presencia de macrófagos condicionados en el pocillo inferior 
causó que las células MCF-7 migren en al ser expuestos a los diferentes tratamientos. 
Las células MCF-7 migraron dirigidas por estradiol, TNF-α o ambos factores juntos 
obteniéndose valores de migración muy similares en los tres casos (P ≤ 0,01 con 
respecto al control sin macrófagos). Por su parte, el tratamiento con tamoxifeno o ICI 
182,780 no fue capaz de inhibir la migración inducida por TNF-α (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,05 
respectivamente con respecto al control sin macrófagos). Parece haber un incremento en 
la migración de las células MCF-7 control (sin E2 y TNF-α) hacia los macrófagos, pero 
dicho incremento no es significativamente diferente con respecto a la migración de las 
células MCF-7 control sin macrófagos. (Fig. 10b barras rojas).  
Estos resultados en su conjunto muestran que los macrófagos condicionados con 
TNF-α pueden incrementar la capacidad migratoria e invasiva de células de cáncer de 
mama ER+ dotando de propiedades altamente agresivas a células tumorales que se 
caracterizan por su baja capacidad invasivas, si se las compara con células de mama 
HER2+ o triple negativas [139, 140].  
Los TAMs favorecen una mayor tasa de crecimiento y resistencia endócrina en 
tumores de xenoinjerto formados a partir de células MCF-7. 
Se decidió evaluar el efecto de los macrófagos sobre el crecimiento de tumores de 
xenoinjerto en un modelo in vivo murino. Como se explicó anteriormente, lo que ocurre 
normalmente en un tumor es que las células liberan diferentes factores quimiotácticos 
como MCP-1 que atraen a los monocitos desde el torrente sanguíneo. Una vez en el 
sitio, los monocitos diferencian a macrófagos estimulados por factores tales como M-
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CSF que las mismas células tumorales liberan. Por ello surgió la pregunta de que si al 
inyectar en un ratón de manera conjunta células MCF-7 junto con monocitos, estos 
últimos podrían diferenciar a macrófagos in situ, producto de los factores liberados al 
micro-medioambiente por las mismas células tumorales.  
Como paso previo, esto mismo fue probado in vitro realizando co-cultivos de células 
MCF-7 con monocitos primarios (obtenidos de sangre periférica) o de la línea celular 
THP-1 no condicionados. Estos co-cultivos se hicieron empleando pocillos de inserción 
con membrana semipermeable, como la utilizada en los ensayos de proliferación, cuyos 
poros tienen 0,4 µm de diámetro. En la parte superior de la membrana porosa se 
colocaron las células MCF-7 (Fig. 11 barras rojas) o se dejó vacío (Fig. 11 barras 
azules) y en el pocillo inferior se ubicaron los monocitos, los cuales fueron previamente 
marcados con el fluoróforo (CellTrace Calcein Red-Orange) para la posterior 
cuantificación. El criterio de diferenciación de los monocitos a macrófagos se basó en la 
capacidad de adherirse a la placa de cultivo de estos últimos sin poder ser removidos 
por lavados con PBS (buffer fosfato) [141].  
Los resultados mostraron que ante el estímulo con M-CSF tanto los monocitos 
primarios como los de la línea celular THP-1 diferenciaron a macrófagos tanto en 
ausencia o presencia de células MCF-7. Se observa una tendencia a que los monocitos 
diferencien más en presencia de las células MCF-7, pero esta diferencia es significativa 
solo para los monocitos de la línea THP-1 (P ≤ 0,05) pero no para los monocitos 
primarios.  
Por otro lado, en respuesta al estímulo con TNF-α se observa una clara diferencia 
entre los monocitos con células MCF-7 y los monocitos solos. Ambos tipos de 
monocitos, primarios y de la línea celular THP-1, diferenciaron a macrófagos 
significativamente más ante la presencia de las células MCF-7 (P ≤ 0,001 y P ≤ 0,01 
respectivamente). Mientras que en ausencia de las células tumorales de mama los 
niveles de diferenciación alcanzados son del orden de 10 veces menos (Fig. 11).  
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Figura 11: La interacción con células MCF-7 favorece que monocitos diferencien a 
macrófagos ante un estímulo de TNF-α 
Se midió la diferenciación de monocitos primarios humanos (panel derecho) y de monocitos 
THP-1 (panel izquierdo) en presencia (barras rojas) o ausencia de células MCF-7 (barras 
azules). Las células se colocaron en pocillos de inserción con membrana porosa (poro 0,4 µm). 
Los monocitos fueron marcados previamente con el fluoróforo CellTrace Calcein Red-Orange y 
colocados en el pocillo inferior. La diferenciación se midió por la intensidad de fluorescencia de 
las células adheridas a la placa de cultivo expresada como adherencia respecto al control. Se 
consideró como control interno la fluorescencia de la misma línea monocítica en medio sin 
factores adicionales. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes más el error 
estándar de la media (SEM). MO: monocitos TNF: TNF-α 1 ng/mL, M-CSF: 10 ng/mL. (*) 
Diferencia estadística dentro de cada tratamiento. * P ≤ 0,05; ** P ≤ 0,01; *** P ≤ 0,001; N.S.S 
= no hay diferencia significativa. 
 
 
En base a este resultado in vitro existiría la posibilidad de que los monocitos 
pudieran diferenciar in situ a macrófagos al interaccionar con las células MCF-7 en un 
modelo animal. En este experimento in vivo se busca comprobar si los efectos 
observados in vitro, en cuanto a un aumento en la agresividad de las células MCF-7 
producto de la intercomunicación con los macrófagos condicionados vía factores 
solubles, tienen una correlación en un modelo animal.  
Para ello se utilizaron ratones inmunodeficientes Nude (Nu/Nu) los cuales poseen un 
timo rudimentario y por tanto carecen de linfocitos T. La falta de linfocitos T de estos 
ratones permite que se les implanten células de origen humano sin que sean atacadas y 
destruidas por el SI. Además, a todos los ratones se les colocó de forma subcutánea una 
cápsula de liberación lenta de estradiol ya que las células MCF-7 dependen del estímulo 
de dicha hormona para proliferar y crecer in vivo. A cada ratón se le inyectó en uno de 
los flancos traseros una suspensión de células MCF-7 mezcladas con monocitos THP-1 
indiferenciados. Se mantuvo una relación de 1.2 x 10
6 
células MCF-7 por cada 0,4 x 10
6 
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monocitos. En el caso de los ratones control se les inyectó solamente 1.2 x 10
6
 células 
MCF-7 sin monocitos. Se permitió que los tumores formados crecieran hasta alcanzar 
un volumen aproximado de 500 mm
3
 antes de comenzar con el tratamiento con 
antagonistas del ER. 
Con respecto a la formación de los tumores de xenoinjerto, un dato interesante es que 
35 de 50 ratones inyectados con sólo células MCF-7 generaron tumor, es decir que se 
observó una eficiencia del 70 %. Mientras que en los ratones inyectados con la mezcla 
de células MCF-7 y THP-1 esa eficiencia fue del 96 %, 48 de 50 ratones formaron 
tumor. Luego de dos semanas posteriores a la fecha de inyección, los tumores formados 
por la mezcla de células MCF-7 y monocitos fueron significativamente de mayor 
tamaño a los tumores formados por las células MCF-7 sin monocitos (P ≤ 0,001) y por 
lo tanto este grupo alcanzó antes el volumen establecido para comenzar con el 
tratamiento (Fig. 12a). 
Los ratones inyectados con células MCF-7 solas fueron divididos en tres grupos y lo 
mismo se hizo con los ratones inyectados con células MCF-7 junto con monocitos THP-
1. Cada uno de estos grupos fueron tratados con tamoxifeno, ICI 182,780 o solamente 
con vehículo.  
Como era de esperar, el tratamiento con tamoxifeno pudo bloquear la progresión y el 
crecimiento de los tumores formados a partir de células MCF-7 solas (P ≤ 0,0001 al día 
30). Por otra parte el tratamiento con ICI 182,780, no sólo inhibió el crecimiento de 
estos tumores sino que indujo una regresión de los mismos (P ≤ 0,0001 al día 30) (Fig. 
12b).  
Dado que las células MCF-7 previamente habían mostrado capacidad de proliferar y 
migrar en ausencia total de estradiol cuando son co-cultivadas con macrófagos y 
estimuladas con TNF-α, se retiró la cápsula de estradiol al conjunto de ratones que 
habían sido inyectados con la mezcla de células MCF-7 y monocitos THP-1 antes de 
comenzar con los tratamientos (Fig. 12c). Vale aclarar además, que estos ratones 
recibieron los mismos tratamientos que el grupo inyectado con células MCF-7 solas. 
Los tumores que fueron formados a partir de la mezcla de células MCF-7 y 
monocitos THP-1 continuaron creciendo a pesar de la quita de la cápsula subcutánea de 
estradiol como se observa en el grupo tratado con vehículo (P ≤ 0,0001 al día 30 con 
respecto al volumen inicial) (Fig. 12c). La curva de crecimiento de estos tumores no 
difiere significativamente de la de los tumores formados con células MCF-7 solas 
tratados con vehículo. Llamativamente, los tratamientos con tamoxifeno o ICI 182,780 
Capítulo I  Resultados 
 
Página | 37  
 
tampoco pudieron frenar el crecimiento de estos tumores de manera eficiente. De hecho, 
prácticamente no se observan diferencias entre estas curvas y la de los ratones tratados 
con vehículo. Recién al día 30 se observa una diferencia significativa que nos permiten 
distinguir a los dos grupos de ratones tratados con tamoxifeno o ICI 182,780 del grupo 
control (P ≤ 0,001 al día 30).  
 
 
Figura 12: Los TAMs causan que tumores de xenoinjerto formados a partir de 
células MCF-7 crezcan a mayor tasa y de una manera independiente de estradiol.  
(a) Ratones inmunodeprimidos (Nu/Nu) fueron implantados con una cápsula de liberación lenta 
de estradiol y se les inyectó en el flanco derecho 1.2 x 10
6
 células MCF-7 solas (n=37) o en 
conjunto con 0.4 x 10
6
 monocitos THP-1 (n=48). Se muestra el promedio más el error estándar 
de la media (SEM) de los volúmenes alcanzados luego de 2 semanas del día de la inyección *** 
P ≤ 0,001. 
Los tumores formados a partir de células MCF-7 solas (b) o con monocitos THP-1 (c) al 
alcanzar un volumen aproximado de 500 mm
3
 fueron tratados con tamoxifeno (10 mg/Kg), ICI 
182,780 (10 mg/Kg) o solución vehículo. Los ratones recibieron una dosis cada 4 días (n=8 por 
grupo). A los ratones que se les inyectaron células MCF-7 conjuntamente con monocitos (c) se 
les removió la cápsula de estradiol (flecha negra) antes de comenzar con el tratamiento. (d) Se 
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generaron tumores de xenoinjerto de la misma manera que en (b, líneas azules y rojas) y (c, 
líneas verde y violeta). Una vez que los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 500 
mm
3
 se removió la cápsula de estradiol (Flecha negra) y se comenzó con el tratamiento. Los 
ratones recibieron dosis de tamoxifeno (10 mg/Kg) o vehículo cada 5 días (n=8 por grupo). En 
el día 10 la cápsula de estradiol fue reimplantada en todos los ratones (flecha roja) sin 
interrumpir el tratamiento hasta el día 45. Se muestra el cambio promedio del volumen tumoral 
considerando el volumen inicial (día 0) de cada tumor como el 100 % con su respectivo error 
(SEM). (e) Imagen ilustrativa de los tumores formados por células MCF-7 y monocitos THP-1 
luego de 30 días de tratamiento con tamoxifeno. (f) Imágenes ilustrativas de tumores formados a 
partir de células MCF-7 solas luego de 30 días de tratamiento con tamoxifeno o vehículo. Barra 
de escala 1 cm. Estadísticas para b, c y d * = Veh vs Tam; Δ = Veh vs ICI; Ω = Tam (b) vs Tam 
(c); Ψ = ICI (b) vs ICI (c). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 
símbolos P ≤ 0,0001. NSS = no hay diferencia significativa. 
 
 
De todas maneras, si se comparan las curvas de crecimiento de los tumores tratados 
con tamoxifeno o ICI 182,780 de la figura 12c con los de la figura 12b se observa 
claramente que la presencia de macrófagos hace que el tratamiento endocrino 
prácticamente no tenga efecto, mientras que en ausencia de los macrófagos dicho 
tratamiento logra frenar el crecimiento tumoral (P ≤ 0,01 (Tam) y P ≤ 0,001 (ICI) al día 
30). 
Se realizó un segundo experimento in vivo similar al anterior, pero en este caso las 
cápsulas subcutáneas de estradiol fueron retiradas de todos los ratones del experimento 
al comienzo del tratamiento por un período de 10 días (Fig. 12d). Luego se volvieron a 
colocar y se mantuvieron hasta el final del experimento. La falta de estradiol provocó 
que los tumores de xenoinjerto formados por las células MCF-7 solas comiencen a 
sufrir una marcada regresión siendo mayor aún para el grupo tratado con tamoxifeno (P 
≤ 0,05 (Veh) y P ≤ 0,01 (Tam) al día 10). Al re-implantarse nuevamente la cápsula de 
estradiol al día diez, se observó que los tumores sin macrófagos del grupo tratado con 
vehículo comenzaron a crecer y ganar volumen otra vez. En cambio, los tumores del 
grupo tratado con tamoxifeno permanecieron prácticamente estáticos mostrando una 
leve regresión a pesar de la disponibilidad sistémica de la hormona (P ≤ 0,05 al día 30 y 
P ≤ 0,0001 al día 45). Esto pone en evidencia la dependencia de estos tumores al 
estradiol para poder crecer (Fig. 12d).  
Los tumores formados a partir de la mezcla de células MCF-7 junto con monocitos 
THP-1 llamativamente continuaron creciendo luego de que la cápsula de estradiol fuera 
removida (P ≤ 0,05 al día 10), no observándose diferencias significativas entre los 
grupos tratados con tamoxifeno o vehículo. Tampoco hubo ningún cambio significativo 
en el crecimiento tumoral luego de que la cápsula de estradiol fuera re-implantada. Se 
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observa una diferencia muy marcada entre las curvas de crecimiento de los tumores con 
y sin macrófagos tratados con tamoxifeno (P ≤ 0,001 al día 20 y P ≤ 0,0001 al día 45) 
(Fig. 12d). 
En la figura 12e y 12f se muestran imágenes representativas de los tumores formados 
por las células MCF-7 en presencia de macrófagos THP-1 o sin macrófagos 
respectivamente luego de 30 días de tratamiento con tamoxifeno.  
Estos hallazgos confirman que los TAMs tienen un efecto sumamente negativo al 
volver los tumores de mama ERα+ resistentes a los tratamientos adyuvantes 
convencionales que se basan en el uso de antagonistas del receptor de estrógenos.  
TNF-α induce la expresión de los genes ciclina D1 y c-Myc en células MCF-7 co-
cultivadas con macrófagos condicionados. 
La expresión de los genes de ciclina D1 y c-Myc es requerida para la proliferación 
dependiente de estrógenos en células de cáncer mama [132]. Para conocer su 
implicancia en el fenómeno de resistencia endócrina en células MCF-7 mediado por 
macrófagos, en una primera instancia se evaluaron los niveles de expresión de ciclina 
D1 y c-Myc en células MCF-7 cultivadas en presencia o ausencia de macrófagos 
condicionados bajo el tratamiento con E2, TNF-α, E2/TNF-α, TNF-α/Tamoxifeno y 
TNF-α/ICI 182,780 (Fig. 13). 
Como era de esperar, ambos genes se sobre-expresan en las células MCF-7 cuando 
son estimuladas con estradiol (P ≤ 0,0001). Por su parte el estímulo con TNF-α no es 
capaz de inducir la expresión de ninguno de estos genes (Fig. 13a y 13b barras azules). 
Sin embargo, cuando las células MCF-7 son co-cultivadas con macrófagos 
condicionados el estímulo con TNF-α es suficiente para inducir la expresión de c-Myc y 
de ciclina D1 (Fig. 13a y 13b barras rojas). Los niveles de expresión que se alcanzaron 
son un poco menores a los conseguidos con el estímulo de estradiol pero igualmente 
significativos (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,05 respectivamente). Por su parte el tratamiento con los 
inhibidores del receptor de estrógenos sólo redujo parcialmente la expresión de c-Myc y 
de ciclina D1 ante el estímulo con TNF-α (P ≤ 0,05). Esto ubica a ambos genes como 
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Figura 13: TNF-α induce la expresión de los genes ciclina D1 y c-Myc en células 
MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados. 
Nivel de expresión de los genes c-Myc (a) y ciclina D1 (b) en células MCF-7 en presencia o 
ausencia de macrófagos KG-1 condicionados luego de 2 h. de tratamiento con los compuestos 
indicados. Se cuantificó por RT-qPCR el nivel relativo de mRNA de cada gen con respecto a su 
control calculado mediante el método de 2 
–ΔΔCt
. Se muestra el promedio de tres experimentos 
independientes con su respectivo error estándar. Se utilizó como control interno la expresión del 
gen 18S. Cntrl: DMEM sin rojo fenol, E2: Estradiol 1 µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: 
Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias estadísticas se expresan con 
respecto a su control (Cntrl, mismo color) (Δ y Ψ) o con respecto al mismo tratamiento sin 




Si bien la proliferación de las células MCF-7 mediada por los macrófagos 
condicionados ante estímulo con TNF-α demostró ser independiente de estradiol, las 
células de mama ERα- no respondieron al estímulo de TNF-α en presencia de 
macrófagos condicionados. Por ello, la pregunta que surge es si el ERα es necesario 
para que los macrófagos condicionados ejerzan su efecto sobre las células de mama. 
Para dar respuesta a dicha pregunta, se bloqueó la expresión del gen que codifica para el 
ERα utilizando un siRNA. La pérdida del ERα en las células MCF-7 impidió la 
inducción de expresión de ciclina D1 y c-Myc mediada por el estímulo con TNF-α en 
presencia de macrófagos condicionados (P ≤ 0,05 y P ≤ 0,0001 respectivamente) (Fig. 
14a y 14b).  
Además, el hecho de bloquear la expresión del ERα en las células MCF-7 fue 
suficiente para inhibir significativamente su proliferación inducida por los macrófagos 
condicionados ante el estímulo con TNF-α (Fig. 15). Esto indicaría que el ERα de las 
células de mama tiene una participación fundamental en la activación de genes claves 
como ciclina D1 y c-Myc y en la inducción de proliferación por parte de los macrófagos 
condicionados, si bien el fenómeno es independiente de estradiol.  
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Por otro lado la inhibición del ERα por siRNA no tuvo ningún efecto sobre la 
expresión del gen de MCP-1 (Fig. 14c). Esto indicaría que el reclutamiento de 
monocitos y el nivel de macrófagos infiltrados en el tumor no se verían reducidos ante 




Figura 14: La expresión de los genes c-Myc y ciclina D1 en células MCF-7 co-
cultivadas con macrófagos condicionados depende de ERα. 
Nivel de expresión de los genes c-Myc (a), ciclina D1 (b) y MCP-1 (c) en células MCF-7 
cultivadas en presencia o ausencia de macrófagos KG-1 condicionados luego de 2 h de estímulo 
con los compuestos que se especifican en la figura. Las células MCF-7 fueron previamente 
tratadas con siRNA contra ERα o con siRNA control no silenciante (N.S.) por 48 h. Se 
cuantificó por RT-qPCR el nivel relativo de mRNA de cada gen con respecto a su control 
(células sin estimular) calculado mediante el método 2 
–ΔΔCt
. Se muestra el promedio de tres 
experimentos independientes con su respectivo error estándar. Se utilizó como control interno la 
expresión del gen de beta actina. E2: Estradiol 1 µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL. Las diferencias 
estadísticas se expresan con respecto al mismo tratamiento con N.S siRNA (*). * P ≤ 0,05; *** 
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Figura 15: La proliferación de las células MCF-7 mediada por macrófagos 
condicionados depende del ERα  
Proliferación de células MCF-7 cultivadas en presencia o ausencia de macrófagos KG-1 
condicionados bajo el estímulo de TNF-α (1 ng/ml). Las células MCF-7 fueron tratadas con 
siRNA contra ERα o con siRNA control no silenciante (N.S.) y cultivadas por 48 h en presencia 
de tamoxifeno (1 µM) o ICI 182,780 (1 µM). La proliferación se cuantificó por el contenido 
total de ADN mediante CyQuant. Se observa el promedio de tres experimentos independientes 
con su respectivo error estándar de la media (SEM) expresado en unidades arbitrarias (u.a.). 
Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias estadísticas se expresan con 
respecto a las células MCF-7 tratadas con N.S siRNA en las mismas condiciones (Tam/ICI y 
Con MΦ/Sin MΦ) (*). ** P ≤ 0,01; *** P ≤ 0,001. NSS = no hay diferencia significativa. 
 
 
Macrófagos condicionados incrementan el reclutamiento de p65 y ER-α en el 
promotor de ciclina D1 y c-Myc en células MCF-7 estimuladas con TNF-α  
Se trató de dilucidar el mecanismo molecular subyacente por el cual los macrófagos 
condicionados ejercen su efecto sobre las células tumorales de mama ERα+ induciendo 
proliferación independiente de estradiol mediante el estímulo de TNF-α. Para ello se 
indagó sobre alguna posible diferencia entre las células MCF-7 cultivadas solas o con 
macrófagos condicionados en relación a los complejos de proteínas que operan sobre los 
promotores de los genes de ciclina D1 y c-Myc.  
Con este propósito se realizaron ensayos de inmunoprecipitación de cromatina 
(ChIP) dirigidos contra el ERα y la sub-unidad p65 del factor de transcripción NF-kB. 
Es evidente que la inclusión de p65 en el análisis responde a la importancia que tiene el 
estímulo con TNF-α en este fenómeno, siendo la activación de NF-kB una de las 
principales vías de señalización activada por los receptores de TNF-α. Como ya se 
mencionó en la introducción, NF-kB está asociado con proliferación, supervivencia y 
resistencia endócrina de las células tumorales [142].  
Además se hicieron inmunoprecipitaciones (IP) dirigidas contra los coactivadores 
SRC1 y CBP así como contra el correpresor NCoR. Estos cofactores pueden regular la 
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transcripción de NF-kB como de ERα. SRC1 y NCoR han sido involucrados en la 
regulación de resistencia a tamoxifeno en tumores de mama y CBP es un cofactor clave 
en la interregulación que existe entre ERα y NF-kB [127, 129, 133]. Finalmente 
también se determinó la presencia de la ARN polimerasa II (Pol II) y la marca de tri-
metilación en la lisina 4 de la histona 3 (Me3-H3K4) como control positivo de genes 
activos (para más detalles ver materiales y métodos). 
Estos resultados indican que en las células MCF-7 cultivadas en ausencia de 
macrófagos, el estímulo con estradiol promueve el reclutamiento del factor de 
transcripción ERα junto con p65 en los promotores de ciclina D1 (P ≤ 0,0001 y P ≤ 0,05 
respectivamente) y c-Myc (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,05 respectivamente) aunque p65 es 
reclutado en menor medida (Figs. 16a y 17a). El coactivador CBP se vio incrementado 
en ambos promotores (P ≤ 0,0001) mientras que el coactivador SRC1 aumentó sólo en 
el promotor de ciclina D1 (P ≤ 0,0001) (Figs. 16c y 17c). En ambos genes se observó la 
presencia de la enzima Pol II y la marca de activación de la transcripción génica Me3-
H3K4 también estaba presente en dicho locus (P ≤ 0,001 en todos los casos) (Figs. 16e 
y 17e).  
Por otro lado, el tratamiento de las células MCF-7 solas con TNF-α no produjo 
ningún efecto sobre el promotor de ciclina D1 (Fig. 16a 16c y 16e). En cambio, en el 
promotor de c-Myc el estímulo con TNF-α produjo el reclutamiento de p65 (P ≤ 0,001) 
pero no se detectó la unión de ningún coactivador ni de la Pol II y tampoco hubo marca 
Me3-H3K4 (Fig. 17a 17c y 17e). Finalmente el tratamiento con tamoxifeno o ICI 
182,780 ante el estímulo de TNF-α indujo el reclutamiento del correpresor NCoR tanto 
en el promotor de ciclina D1 (P ≤ 0,0001 en ambos casos) como en el de c-Myc (P ≤ 
0,001 y P ≤ 0,01 respectivamente) (Figs. 16c y 17c) y en este último caso impidió el 
reclutamiento de p65 (Fig. 17a).  
En contraste, se observaron claras diferencias en los niveles de muchas proteínas 
reclutadas en los promotores de ciclina D1 y de c-Myc en las células MCF-7 co-
cultivadas con macrófagos condicionados con respecto a lo observado en las células 
MCF-7 sin macrófagos. Primeramente, ante el estímulo con estradiol se muestra un 
marcado aumento en los niveles de p65 unido a ambos promotores (P ≤ 0,001) (Figs. 
16b y 17b). El nivel de ERα también incrementó en el promotor de c-Myc (P ≤ 0,001) 
pero dicho incremento no fue significativo para el promotor de ciclina D1. Con respecto 
a los coactivadores CBP y SRC1, éstos también se encuentran presentes en los dos 
casos (Figs. 16d y 17d). En el promotor de ciclina D1 se observa un incremento en los 
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niveles de unión de la Pol II y la marca de Me3-H3K4 (P ≤ 0,01) (Fig. 16f), pero dicho 
incremento no fue significativo en el promotor de c-Myc (Fig. 17f).  
Con respecto al estímulo con TNF-α a las células MCF-7 cultivadas en presencia de 
macrófagos, en el promotor de ciclina D1 se produjo el reclutamiento del factor de 
transcripción ERα y de p65 en altos niveles (P ≤ 0,0001) junto con el cofactor CBP (P ≤ 
0,0001) (Fig. 16b y 16d respectivamente). Para el caso del promotor de c-Myc también 
se incrementó el reclutamiento de p65 (P ≤ 0,01) y el de ERα (P ≤ 0,05) junto con el 
coactivador CBP (P ≤ 0,0001) (Fig. 17b y 17d respectivamente). Además, el estímulo 
con TNF-α produjo la unión de la enzima Pol II a los promotores de ambos genes en 
alta proporción (P ≤ 0,0001) así como el aumento en la marca de Me3-H3K4 (P ≤ 
0,0001) indicando genes transcripcionalmente activos (Figs. 16f y 17f).  
El tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 no fue capaz de impedir el 
reclutamiento del factor de transcripción ERα ni de p65 inducido por TNF-α en los 
promotores de ciclina D1 (P ≤ 0,0001 en ambos casos) y de c-Myc (P ≤ 0,05 y P ≤ 0,001 
respectivamente) (Figs. 16b y 17b). El principal cambio que se observó producto de 
dicho tratamiento fue con respecto a los cofactores (activadores y represores) que 
forman parte del complejo transcripcional. En el promotor de ciclina D1 y c-Myc se 
indujo la unión del correpresor NCoR (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,0001 respectivamente) pero al 
mismo tiempo también se reclutaron los coactivadores SRC1 (P ≤ 0,0001 en ambos 
promotores) y CBP (P ≤ 0,0001 en ambos promotores) (Figs. 16d y 17d). El 
reclutamiento de NCoR en el promotor de ciclina D1 ante el tratamiento con 
tamoxifeno o ICI 182,780 no fue capaz de impedir la unión de la Pol II (P ≤ 0,01 y P ≤ 
0,001 respectivamente) ni de la marca de Me3-H3K4 (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,001 
respectivamente) dirigidas por el estímulo de TNF-α (Fig. 16f). Un resultado muy 
similar se observa para el caso del promotor de c-Myc, donde el estímulo con TNF-α 
induce el reclutamiento de la Pol II y la marca de Me3-H3K4 a pesar del tratamiento 
con tamoxifeno o ICI 182,780 (P ≤ 0,001 en todos los casos) (Fig. 17f). 
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Figura 16: Macrófagos condicionados inducen un aumento en el reclutamiento de 
p65 y ER-α en el promotor del gen ciclina D1 en células MCF-7 junto con cambios 
en SRC-1, CBP y NCoR ante el estímulo con TNF-α.  
Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) de las proteínas ERα, p65 (paneles superiores), SRC-
1, CBP y NCoR (paneles medios) y de la RNA polimerasa (Pol) II y de la histona 3 tri-metilada 
en la Lisina 4 (Me3-H3K4) (paneles inferiores) seguido de cuantificación por RT-qPCR del 
promotor de ciclina D1. Las células MCF-7 fueron cultivadas solas (a) o con macrófagos KG-1 
condicionados (b) por 24 h. Luego se realizó un estímulo de 2 h. con los compuestos que se 
especifican. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error 
estándar de la media (SEM). Cntrl: DMEM sin rojo fenol ni el agregado de factores 
adicionales, E2: Estradiol 1 µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 
182,780 1 µM. Ac. control: Anticuerpo control (IgG). Las diferencias estadísticas se expresan 
con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento sin macrófagos 
(*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001. NSS 
= No hay diferencia significativa. 
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Figura 17: Macrófagos condicionados inducen un aumento en el reclutamiento de 
p65 y ER-α en el promotor del gen c-Myc en células MCF-7 junto con cambios en 
SRC-1, CBP y NCoR ante el estímulo con TNF-α. 
Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) de las proteínas ERα, p65 (paneles superiores), SRC-
1, CBP y NCoR (paneles medios) y de la RNA polimerasa (Pol) II y de la Lisina 4 tri-metilada 
en la histona 3 (Me3-H3K4) (paneles inferiores) seguido de cuantificación por RT-qPCR del 
promotor de c-Myc. Las células MCF-7 fueron cultivadas solas (a) o con macrófagos KG-1 
condicionados (b) por 24 h. Luego se realizó un estímulo de 2 h. con los compuestos que se 
especifican. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error 
estándar de la media (SEM). Cntrl: DMEM sin rojo fenol ni el agregado de factores 
adicionales, E2: Estradiol 1 µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 
182,780 1 µM. Ac. control: Anticuerpo control (IgG). Las diferencias estadísticas se expresan 
con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento sin macrófagos 
(*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001. NSS 
= No hay diferencia significativa. 
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Rol de NF-kB en la proliferación de células MCF-7 mediada por macrófagos 
condicionados. 
El experimento de ChIP descripto anteriormente sugiere que la vía de señalización de 
NF-kB podría ser clave en la resistencia endócrina mediada por macrófagos 
condicionados en células de cáncer de mama ERα+. Para estudiar esta posibilidad, 
células MCF-7 fueron transfectadas con una mutante dominante negativa de la proteína 
IkBα. Como se explicó en la introducción, esta proteína forma un complejo con el 
dímero NF-kB secuestrando a dicho factor de transcripción en el citoplasma e 
impidiendo su relocalización al núcleo. IkBα mutada funciona como un súper represor 
de NF-kB ya que no puede ser fosforilada por el complejo de quinasas IKK las cuales 
son las encargadas de liberar a NF-kB de IkBα. De esta forma es posible bloquear la vía 
de NF-kB de forma permanente.  
Se comparó entonces la proliferación de células MCF-7 con la vía de NF-kB inhibida 
o funcional. En este último caso se utilizaron células MCF-7 transfectadas con el vector 
vacío. Al analizar los niveles de proliferación de ambas líneas MCF-7 cultivadas solas 
(sin macrófagos) se pudo apreciar que el súper represor IkBα no afectó 
significativamente el nivel de proliferación dependiente de estradiol. Tampoco se 
observaron diferencias en ninguna de las otras condiciones de cultivo. Con la vía de NF-
kB activa o bloqueada TNF-α no fue capaz de inducir proliferación en ningún caso (Fig. 
18a).  
En cambio, al cultivar las células MCF-7 en presencia de macrófagos KG-1 
condicionados el estímulo con TNF-α indujo altos niveles de proliferación en las células 
MCF-7 con la vía de NF-kB funcional (vector) (P ≤ 0,0001), mientras que el bloqueo de 
dicha vía por medio del súper represor IkBα generó una drástica disminución de la 
proliferación mediada por TNF-α (P ≤ 0,001) (Fig. 18b). El bloqueo de la vía de NF-kB 
también provocó una disminución en los niveles de proliferación inducidos por E2 (P ≤ 
0,05). En este caso los niveles de proliferación de las células MCF-7 mediada por 
estradiol retornaron a un valor muy similar al de las células MCF-7 cultivadas solas ya 
que no se encuentran diferencias significativas entre estos valores. Además, El 
tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 en estas condiciones fue efectivo y logró 
bloquear totalmente la proliferación de las células MCF-7 cultivadas en presencia de 
macrófagos ante el estímulo con TNF-α (Fig. 18b, flechas negras). Estos resultados 
demuestran que el aumento en la tasa de proliferación y la resistencia a los antagonistas 
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del ER producto de la intercomunicación entre las células tumorales de mama con los 
macrófagos efectivamente dependen de la vía de señalización de NF-kB.  
 
 
Figura 18: La proliferación de las células MCF-7 mediada por macrófagos 
condicionados depende del factor de transcripción NF-kB. 
Se cuantificó la proliferación de células MCF-7 transfectadas con un plásmido que expresa el 
súper represor IkBα (IKBα-SR) o el vector vacío. Las células MCF-7 fueron cultivadas por 48 h 
y tratadas con los compuestos indicados en ausencia (a) o presencia (b) de macrófagos 
condicionados separados por una membrana semipermeable. La proliferación se midió por la 
concentración total de ADN utilizando el reactivo CyQuant. Se muestra el promedio de tres 
experimentos independientes con su respectivo error estándar de la media (SEM) expresado en 
unidades arbitrarias (u.a). Cntrl: DMEM sin R. fenol ni factores adicionales, E2: Estradiol 1 
µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias 
estadísticas se expresan con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo 
tratamiento con el vector vacío (* y flechas negras). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 
símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001. NSS = No hay diferencia significativa. 
 
 
Hasta el momento se demostró que tanto el factor de transcripción NF-kB como el 
ERα son fundamentales en la proliferación independiente de estradiol de las células 
MCF-7. Por lo tanto, se decidió profundizar la investigación e indagar sobre la 
existencia de un posible vínculo entre la vía de NF-kB y la activación independiente de 
ligando del receptor nuclear ERα. Para ello, por medio de la técnica de Western Blot se 
evaluó el estado de fosforilación de ERα sobre la serina 118 (Ser-118). Esta 
fosforilación ha sido asociada en la clínica con resistencia a tamoxifeno y con un 
aumento en el reclutamiento de los coactivadores en el sitio donde se encuentra el 
elemento de respuesta a estradiol en el promotor de los genes diana [124].  
Los resultados muestran que la estimulación con estradiol induce fosforilación del 
ERα en la Ser-118 (p-ERα Ser-118) en células MCF-7 cultivadas en ausencia de 
macrófagos, mientras que el tratamiento con tamoxifeno reduce considerablemente los 
niveles de p-ERα Ser-118 (Fig. 19a). En cambio, cuando las células MCF-7 son co-
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cultivadas con macrófagos condicionados el ERα se fosforila en la Ser-118 tanto en 
ausencia como en presencia de estradiol y el tratamiento con tamoxifeno no es capaz de 
reducir el nivel de dicha fosforilación. Sin embargo, el bloqueo de la vía de NF-kB en 
las células MCF-7 mediante la transfección de un plásmido que codifica el súper 
represor IKBα provocó una disminución sustancial de p-ERα Ser-118 en todas las 
condiciones antes mencionadas (Fig. 19b). Esto indicaría que el estado de fosforilación 
de la Ser-118 del ERα mediado por macrófagos condicionados depende de NF-kB y es 
totalmente independiente de estradiol.  
  
 
Figura 19: NF-kB es esencial para la activación independiente de estradiol del ERα 
de células MCF-7 mediada por macrófagos condicionados. 
(a) Células MCF-7 fueron sincronizadas 48 h en DMEM sin rojo fenol y luego tratadas por dos 
horas según se indica. El Western Blot se reveló con anticuerpos anti ERα total o anti ERα 
fosforilado (p-ERα S118). (b) Células MCF-7 transfectadas con el súper represor IkBα (IkBα-
SR) o vector vacío fueron co-cultivadas con macrófagos KG-1 condicionados por 24 h 
separados por membrana semipermeable (poro 0,4 µm). Luego las células recibieron 2 h de 
estímulo con los ligandos especificados. El Western Blot de se reveló con anticuerpos anti ERα 
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total o anti p-ERα S118. (c) Western Blot de células MCF-7 cultivadas solas (panel izquierdo) o 
con macrófagos KG-1 condicionados (panel derecho). Las células MCF-7 fueron transfectadas 
con un vector que expresa una proteína de ERα refractaria idéntica a la endógena (ERαr) o una 
variante mutada del ERαr (S118A) o con el vector vacío. Luego las células se trataron con 
siRNA contra el ERα endógeno o con siRNA no silenciante (N.S.). Se reveló con anticuerpos 
anti ERα total o anti p-ERα S118. (d) Proliferación de células MCF-7 cultivadas en presencia o 
ausencia de macrófagos KG-1 condicionados, separadas por una membrana porosa (poro 0,4 
µm). Las células MCF-7 expresan el ERαr o el ERαr S118A y fueron tratadas con siRNA contra 
el ERα endógeno. La proliferación se cuantificó utilizando el reactivo CyQuant luego de 48 h de 
cultivo. Las células MCF-7 cultivadas solas recibieron estímulo de estradiol (1 µM) y las que 
fueron co-cultivadas con macrófagos condicionados de TNF-α (1 ng/mL). La proliferación se 
midió por la concentración total de ADN. Se muestra el promedio de tres experimentos 
independientes con su respectivo error estándar de la media (SEM) expresado en unidades 
arbitrarias (u.a). Cntrl: DMEM sin R. fenol ni factores adicionales, E2: Estradiol 1 µM, Tam: 
Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias estadísticas se expresan con 
respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento con ERαr (*). 1 
símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001. NSS = No 
hay diferencia significativa. 
 
 
Por último, para demostrar la relevancia que tiene el p-ERα Ser-118 fue necesario 
estudiar la vinculación entre dicha fosforilación y la proliferación de las células MCF-7 
inducida por macrófagos condicionados en ausencia de estradiol. Esto se realizó 
utilizando un siRNA que bloquea el ERα endógeno de las células MCF-7 en 
combinación con un vector que expresa una proteína funcional de ERα refractaria a 
siRNA (ERαr), la cual no puede ser blanco del siRNA que bloquea al ERα endógeno. 
Además, se empleó una proteína ERαr mutada en la serina 118, la cual fue reemplazada 
por una alanina (ERαr S118A) para impedir la fosforilación en el sitio.  
Como se puede observar en la figura 19c el siRNA efectivamente bloqueó la 
expresión del ERα endógeno y la transfección con el vector que expresa el ERαr logró 
restaurar la expresión y fosforilación de dicha proteína. Con respecto a la proliferación 
mediada por macrófagos condicionados, las células MCF-7 con el receptor ERαr sin 
mutar lograron proliferar en ausencia de estradiol y bajo tratamiento de tamoxifeno o 
ICI 182,780. En estas células el ERαr se encuentra fosforilado en la Ser-118 mientras 
que en las células MCF-7 sin macrófagos esta fosforilación no se observa (Fig. 19c y 
19d).  
Por el contrario, si la proteína que es transfectada en las células MCF-7 para 
suplantar el ERα endógeno es ERαr S118A, estas células ahora no son capaces de 
restablecer la proliferación y la resistencia a tamoxifeno mediada por los macrófagos. 
Todos estos datos en su conjunto reflejan la importancia de NF-kB ya que además de 
participar formando parte de la maquinaria transcripcional de genes claves como ciclina 
Capítulo I  Resultados 
 
Página | 51  
 
D1 y c-Myc también está involucrado en la fosforilación del ERα independiente de 
ligando. 
Rol de la vía de IL-6/STAT3 en la proliferación de células MCF-7 mediada por 
macrófagos. 
El hecho de que la inducción de la proliferación y migración de las células de cáncer 
de mama ERα+ mediada por los macrófagos condicionados ocurra sin la necesidad de 
que haya contacto directo entre ambos tipos de células sugiere que este fenómeno debe 
estar siendo mediado por factores solubles. Para tratar de identificar los factores 
solubles involucradas en este proceso de intercomunicación celular que conducen a los 
efectos mencionados sobre las células MCF-7, se analizó el medio de cultivo de células 
MCF-7 solas, macrófagos KG-1 condicionados solos y del co-cultivo de células MCF-7 
con macrófagos KG-1 condicionados (separados por una membrana semipermeable que 
no permite el paso de células).  
Todos los cultivos celulares recibieron un estímulo inicial con TNF-α 1 ng/mL 
durante 6 horas. Luego las células fueron lavadas y cultivadas en medio fresco sin la 
adición de factores por 24 horas. Posteriormente, se recolectaron los medios de cada 
uno de los cultivos para analizar el contenido de citocinas mediante el uso de una matriz 
de anticuerpos específicos para 79 citocinas. Para una mejor interpretación de los datos 
obtenidos se graficó la relación de los niveles de citocinas entre el medio condicionado 
del co-cultivo de ambos tipos de células con respecto a la suma de los medios 
condicionados de los cultivos individuales (Fig. 20).  
Se puede observar que en el medio de cultivo de la mezcla de células MCF-7 y 
macrófagos KG-1 condicionados alrededor de un 59 % de todas las citocinas evaluadas 
incrementaron (valores mayores a 1), un 32 % disminuyó (valores menores a 1), y el 9 
% restante se mantuvo sin cambios (valores aproximadamente iguales a 1). Es 
importante notar que los cambios en la expresión de estas citocinas se producen 
meramente por la influencia que los macrófagos condicionados ejercen sobre las células 
MCF-7 y viceversa (Fig. 20).  
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Figura 20: Nivel de citocinas en el medio de cultivo de células MCF-7, macrófagos 
KG-1 o del co-cultivo de ambas líneas celulares. 
Células MCF-7 solas, macrófagos KG-1 solos y el co-cultivo de ambas líneas celulares fueron 
tratadas durante 6 h con 1 ng/mL de TNF-α, células sin estimular se emplearon como control. 
Luego las células fueron lavadas y cultivadas durante 24 h más. El perfil de citocinas presentes 
en el medio de cultivo fue analizado utilizando un “array” de anticuerpos. (a) Se muestran las 
citocinas que cambiaron más de dos veces con respecto al control. (b) Se muestra la relación de 
cada citocina en el co-cultivo con respecto a la suma de los cultivos por separado [(MCF-7 + 
MΦ) / (MCF-7) + (MΦ)].  
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Todas estas variaciones reflejan la complejidad que existe en este fenómeno 
biológico de intercomunicación entre células tumorales de mama ERα+ y macrófagos 
condicionados. Entre las citocinas que más aumentaron su secreción al medio se 
encuentran factores quimiotácticos como Gro, MCP-1, IL-8 y Rantes; varias citocinas 
proinflamatorias como IL-6, IL-1 α y β, TNF-α y también GM-CSF el cual está 
asociado a la cascada inflamatoria. Sin embargo, también se observó un incremento en 
las citocinas IL-4 y TGF-β que están involucradas en la inducción de un perfil de 
macrófagos tipo M2.  
Con el objetivo de validar estos resultados se analizaron los niveles de expresión de 
algunos de los genes mencionados que normalmente responden al factor de 
transcripción NF-kB por RT-qPCR. Para ello, células MCF-7 fueron co-cultivadas con 
macrófagos condicionados separados por una membrana semipermeable. Luego de dos 
horas de estímulo con TNF-α, en presencia o ausencia de antagonistas del ER, las 
células fueron cosechadas para su análisis.  
Los resultados indican que en las células MCF-7 el gen de IL-6 se expresa ante el 
estímulo con TNF-α (P ≤ 0,01) y que la presencia de los macrófagos condicionados 
hace que dicha expresión sea aún mayor (P ≤ 0,01). El tratamiento con tamoxifeno o ICI 
182,780 logra inhibir por completo la expresión de IL-6 en ausencia de macrófagos pero 
en presencia de los mismos la inhibición es parcial detectándose niveles significativos 
del mRNA de IL-6 (P ≤ 0,01 y P ≤ 0,05 respectivamente) (Fig. 21a).  
Con respecto al gen Rantes, se observa que el tratamiento con TNF-α en células 
MCF-7 solas no induce su expresión a niveles significativamente diferentes al control. 
Pero en presencia de los macrófagos condicionados las células MCF-7 expresan altos 
niveles del mRNA de Rantes ante el estímulo con TNF-α (P ≤ 0,0001). El tamoxifeno o 
ICI 182,780 solo produjeron una disminución parcial de los niveles del mRNA de 
Rantes ante el estímulo con TNF-α en presencia de macrófagos condicionados pero no 
fue capaz de impedir su expresión (P ≤ 0,001 en ambos casos) (Fig. 21b).  
Por su parte la expresión de MCP-1 fue inducida por TNF-α tanto en ausencia como 
en presencia de macrófagos (P ≤ 0,001 y P ≤ 0,01 respectivamente). El tratamiento con 
los antagonistas del ER produjo una reducción parcial en la expresión de MCP-1 
mediada por TNF-α (P ≤ 0,05) (Fig. 21c). En ningún caso hubo diferencias 
significativas causadas por el co-cultivo con macrófagos condicionados. 
De igual forma, también se evaluó el posible efecto que pudiera causar la presencia 
de células MCF-7 sobre la producción de citocinas en los macrófagos producto de la 
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interacción entre ambos tipos de células. Se puede apreciar que ante el estímulo con 
TNF-α el nivel de transcripto de los genes IL-6, IL-8, Rantes y TNF-α se incrementó 
claramente debido a la presencia de las células MCF-7 con respecto a los macrófagos 
solos. A diferencia de los genes antes mencionados, MCP-1 no mostró un aumento 
significativo producto de la presencia de las células MCF-7 (Fig. 21d).  
 
 
Figura 21: La interacción entre células MCF-7 y macrófagos condicionados 
produce sobre-expresión de IL-6 y Rantes mediante el estímulo con TNF-α en 
ambos tipos de células.  
Expresión de los genes IL-6 (a), Rantes (CCL5) (b) y MCP-1 (c) en células MCF-7 cultivadas 
solas o en presencia de macrófagos KG-1 condicionados separados por una membrana 
semipermeable (poro 0,4 µm). Las células fueron tratadas por 2 h con los compuestos indicados. 
Cntrl: DMEM sin rojo fenol, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 
182,780 1 µM. (d) Macrófagos KG-1 condicionados fueron cultivados con o sin células MCF-7 
separados por una membrana semipermeable (poro 0,4 µm). Luego de 2 h. de tratamiento con 
TNF-α (1 ng/mL) se analizó la expresión de los genes indicados. En todos los casos se 
cuantificó por RT-qPCR el nivel relativo de mRNA de cada gen con respecto al control sin 
macrófagos calculando el resultado por el método de 2 
–ΔΔCt
. Se utilizó como control interno la 
expresión del gen 18S. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes con su 
respectivo error estándar. Las diferencias estadísticas se expresan con respecto a su propio 
control (Cntrl, mismo color) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento sin macrófagos (*). 1 
símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001. NSS = No 
hay diferencia significativa. 
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En base al análisis hecho a partir del “array” de anticuerpos para detectar diferentes 
factores solubles como citocinas y quimiocinas (ver Fig. 20), se observa que varias 
proteínas proinflamatorias fueron incrementadas en el medio de cultivo de células 
MCF-7 y macrófagos condicionados. Entre éstas, la IL-6 es la citocina que lo hizo en 
mayor medida. Por otra parte, TNF-α es capaz de inducir la expresión de IL-6 a través 
del factor de transcripción NF-kB y ya se demostró la importancia de TNF-α en nuestro 
modelo como inductor de proliferación, migración y resistencia endócrina en células 
MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados. Además, IL-6 vía su propio 
receptor es capaz de activar el factor de transcripción STAT3, el cual se ha visto que 
tiene la capacidad de autorregularse en muchos tipos de células [143].  
Con el fin de determinar si IL-6 y TNF-α eran capaces de inducir su propia expresión 
se analizó los niveles de estas citocinas a lo largo del tiempo en el medio de cultivo de 
células MCF-7, macrófagos condicionados y en el co-cultivo de ambas líneas celulares 
a lo largo de 36 h de cultivo (ver protocolo Fig. 22a). Brevemente, las células crecidas a 
una confluencia aproximada del 80 %, recibieron un estímulo inicial de TNF-α (1 
ng/mL) e IL-6 (100 pg/mL) durante 6 horas. Luego se les cambió el medio de cultivo 
por DMEM sin rojo fenol ni factores (previo lavado con PBS) y se cultivaron por 36 
horas. Cada 6 horas se tomaron muestras del medio de cultivo que posteriormente 
fueron analizadas por ensayo de ELISA.  
Se puede distinguir que los niveles de IL-6 y TNF-α en el medio de cultivo de células 
MCF-7 junto con macrófagos son claramente mayores a los niveles medidos en el 
medio de cultivo de células MCF-7 y macrófagos individuales (P ≤ 0,0001 en ambos 
casos) (Fig. 22a). Lo notable es que la producción de IL-6 y TNF-α en el co-cultivo de 
células MCF-7 y macrófagos se mantuvo de forma sostenida durante las primeras 24 h 
producto de la interacción entre ambos tipos de células. Mientras tanto, en los cultivos 
individuales se detecta un aumento inicial que responde al estímulo de TNF-α/IL-6 del 
comienzo, el cual decae prácticamente a cero en el transcurso de 24 horas. Un dato de 
los experimentos in vivo que concuerda con estos resultados es que el nivel intratumoral 
de IL-6 encontrado en los animales inyectados con la mezcla de células MCF-7 y 
macrófagos fue mayor al de los animales inyectados sólo con células MCF-7 (Fig. 22b).  
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Figura 22: IL-6 y TNF-α incrementan en el medio del co-cultivo de células MCF-7 
y macrófagos KG-1 condicionados lo cual se correlaciona con el nivel de IL-6 en 
tumores de xenoinjerto de células MCF-7 y macrófago THP-1. 
(a) En la parte superior se observa una línea de tiempo con detalles del tratamiento que 
recibieron las células MCF-7 y macrófagos. El medio condicionado (MC) de los cultivos 
celulares fue colectado cada 6 h (flechas inferiores) durante 36 h. y luego analizado por ELISA 
para medir la expresión de TNF-α (gráfico izquierdo) y IL-6 (gráfico derecho) a los distintos 
tiempos. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error 
estándar de la media (SEM) expresado como pico gramos de proteína por mL de medio 
(pg/mL). **** P ≤ 0.0001 (b) Expresión de la proteína IL-6 en tumores de xenoinjerto de 
células MCF-7 crecidos con o sin macrófagos THP-1 condicionados durante 30 días. La 
concentración de IL-6 se cuantificó por ELISA y se expresa en pico gramos de proteína por 
miligramo de tejido de tumor total (pg/mg) (n=6). **** P ≤ 0.0001.  
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Por todo esto se hipotetiza que IL-6 junto con TNF-α podría ser uno de los factores 
claves en la inducción de la resistencia endócrina en las células MCF-7 mediada por 
macrófagos. En este sentido se midió la proliferación de células MCF-7 tratadas con 
estas dos citocinas al ser cultivadas junto con macrófagos KG-1 condicionados o sin 
condicionar (vírgenes, naive). El estímulo con TNF-α o IL-6 de forma individual no 
indujo proliferación en presencia de los macrófagos vírgenes (Fig. 23). Por su parte, 
cuando los macrófagos fueron previamente condicionados, las células MCF-7 
proliferaron ante el estímulo de TNF-α como se esperaba (P ≤ 0,001). IL-6 también 
indujo proliferación en esta condición, pero a tasas considerablemente menores (P ≤ 
0,05). Sin embargo, el tratamiento con TNF-α/IL-6 de forma combinada 
sorpresivamente indujo proliferación en las células MCF-7 en presencia de macrófagos 
vírgenes (P ≤ 0,001) e incluso también fue capaz de hacerlo ante el tratamiento con 
tamoxifeno o ICI (P ≤ 0,05 en ambos casos). Estos resultados indican que TNF-α e IL-6 
son muy necesarios en este complejo fenómeno por el cual las células de cáncer de 
mama son inducidas a proliferar de manera independiente a estradiol.  
 
 
Figura 23: El estímulo combinado de TNF-α e IL-6 induce proliferación en células 
MCF-7 co-cultivadas con macrófagos no condicionados. 
Proliferación de células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos KG-1 vírgenes o condicionados 
separados por membrana semipermeable (poro 0,4 µm) y tratados con los compuestos que se 
indican. La proliferación se cuantificó tras 48 h. de cultivo mediante concentración de ADN por 
CyQuant. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error 
estándar expresado en unidades arbitrarias (u.a.). Cntrl: DMEM sin rojo fenol, E2: Estradiol 1 
µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, IL-6: IL-6 1 ng/ml, MC: medio condicionado 10% Tam: 
Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780 1 µM. Las diferencias estadísticas se expresan con 
respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento con macrófagos 
vírgenes (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 
0,0001.  
Capítulo I  Resultados 
 
Página | 58  
 
Dado el rol establecido para la vía de IL-6/STAT3 en promover el crecimiento 
tumoral [84], se evaluó su importancia en la proliferación de las células de cáncer de 
mama inducida por los macrófagos condicionados. Por ello se analizó la expresión de 
STAT3 en células MCF-7 cultivadas solas o junto con macrófagos KG-1 condicionados 
tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteína en su estado activo, es decir 
fosforilada. El tratamiento con TNF-α por dos horas indujo la expresión génica de 
STAT3 en células MCF-7 solas (P ≤ 0,05), la cual pudo ser bloqueada por tamoxifeno o 
ICI 182,780 (Fig. 24a barras azules). Por otro lado, los macrófagos produjeron un 
significativo aumento de la expresión de STAT3 en las células MCF-7 ante el mismo 
estímulo (P ≤ 0,0001) y esta vez el tratamiento con tamoxifeno y ICI 182,780 no fueron 
capaces de inhibir la expresión de dicho gen (P ≤ 0,001 y P ≤ 0,01 respectivamente) 
(barras rojas).  
Por ensayos de ELISA se observó que la variación de los niveles de STAT3 
fosforilado se correlacionan con los valores del mRNA de STAT3 (Fig. 24b). El 
tratamiento con TNF-α produjo un leve incremento, aunque significativo, en el nivel de 
p-STAT3 en las células MCF-7 solas (P ≤ 0,05) (barras azules) y dicho incremento fue 
varias veces mayor producto del co-cultivo con macrófagos condicionados (P ≤ 0,0001) 
(barras rojas). Nuevamente, el tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 tuvo efecto 
sobre las células MCF-7 solas ya que evitó la activación de STAT3 pero no redujo de 
manera significativa el nivel de p-STAT3 ante la presencia de los macrófagos 
condicionados (P ≤ 0,001 y P ≤ 0,01 respectivamente).  
En resumen, se observa que la presencia de macrófagos condicionados provoca que 
el estímulo con TNF-α produzca un significativo incremento en los niveles del mRNA 
de STAT3 y de p-STAT3 en las células MCF-7. El tratamiento con tamoxifeno o ICI 
182,780 no logra bloquear el efecto de los macrófagos mediado por TNF-α sobre la 
activación de STAT3 aunque si se observa una reducción parcial en el nivel del mRNA 
y de la proteína fosforilada. 
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Figura 24: Macrófagos KG-1 condicionados inducen un aumento en la expresión 
del mRNA de STAT3 y la fosforilación de STAT3 en células MCF-7 mediante el 
estímulo con TNF-α.  
(a) Expresión del mRNA que codifica para STAT3 de células MCF-7 cultivadas en presencia o 
ausencia de macrófagos KG-1 condicionados. Previo al análisis las células fueron tratadas con 
los compuestos que se indican durante 2 h. Cntrl: DMEM sin rojo fenol, TNF: TNF-α 1 
ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, ICI: ICI 182,780. El nivel relativo de mRNA se cuantificó 
por RT-qPCR con respecto al control sin macrófagos calculando el resultado mediante el 
método 2 
–ΔΔCt
. Se utilizó como control interno la expresión del gen de beta actina. Se muestra el 
promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error estándar. (b) Expresión 
de la proteína STAT3 fosforilada en células MCF-7 cultivadas solas o en presencia de 
macrófagos KG-1 condicionados y tratados con los compuestos indicados por 2 h. Se cuantificó 
por el método de ELISA y se expresa la concentración relativa con respecto al control. Las 
diferencias estadísticas se expresan con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto 
al mismo tratamiento sin macrófagos (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P 
≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001.  
 
 
El hecho de que el tratamiento con inhibidores del ER afecte de alguna forma el nivel 
de expresión y activación de STAT3 mediado por TNF-α podría implicar alguna especie 
de interacción con la vía del ERα. Para averiguar esto, células MCF-7 fueron tratadas 
con siRNA contra el ERα o control (siRNA N.S.) por 48 h. Luego se analizó el nivel de 
expresión del mRNA de STAT3 en las células MCF-7 cultivadas en presencia o ausencia 
de macrófagos KG-1 condicionados ante el estímulo de estradiol y/o TNF-α, TNF-
α/tamoxifeno y TNF-α/ICI 182,780. Llamativamente, no se observó ninguna diferencia 
en los niveles del mRNA de STAT3 entre las células MCF-7 tratadas con el siRNA 
contra el ERα y las células control (Fig. 25a). Esto indica que el efecto en la 
disminución parcial del mRNA de STAT3 causado por el tratamiento con tamoxifeno o 
ICI 182,780 es totalmente independiente del ERα. Para confirmar de que no hay 
ninguna relación entre la expresión de STAT3 y ERα, al menos en este contexto 
planteado, se realizó un experimento similar al anterior. En este caso las células MCF-7 
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fueron tratadas con siRNA contra STAT3 o siRNA N.S. control. Luego se analizó la 
expresión del mRNA de ERα en las células MCF-7 solas o en presencia de macrófagos 
KG-1 condicionados ante el estímulo de estradiol y/o TNF-α, TNF-α/tamoxifeno y 
TNF-α/ICI 182,780. Nuevamente no se observaron diferencias significativas entre las 
células MCF-7 tratadas con el siRNA anti STAT3 o el siRNA control en cuanto a los 
niveles de expresión de ERα (Fig. 25b). 
 
Figura 25: No se observa disminución en la expresión de STAT3 o ERα cuando las 
células MCF-7 son transfectadas con siRNA específico para ERα o STAT3 
respectivamente. 
Nivel del mRNA que codifica para las proteínas STAT3 (a) o ERα (b) en células MCF-7 
cultivadas en presencia o ausencia de macrófagos KG-1 condicionados separados por una 
membrana semipermeable luego de 2 h de estímulo con los compuestos especificados. Las 
células MCF-7 fueron previamente tratadas con siRNA contra ERα, STAT3 o con siRNA control 
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no silenciante (N.S.) por 48 h. Se cuantificó por RT-qPCR el nivel relativo de mRNA con 
respecto a su control (células sin estimular) calculando el resultado mediante el método 2 
–ΔΔCt
. 
Se muestra el promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error estándar. 
Se utilizó como control interno la expresión del gen de beta actina. Cntrl: DMEM sin rojo 
fenol, E2: Estradiol 1µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1µM ICI: ICI 182,780 1 
µM. Las diferencias estadísticas se expresan con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con 
respecto al mismo tratamiento siRNA N.S. (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 
símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 0,0001.  
 
 
Para confirmar la importancia de la vía de IL-6/STAT3 sobre la proliferación de las 
células MCF-7 inducida por los macrófagos condicionados se realizaron ensayos de 
inhibición de dicha vía a nivel del receptor de IL-6 o bloqueando la expresión de STAT3 
(Fig. 26a). Para ello las células MCF-7 fueron tratadas con un anticuerpo bloqueante del 
receptor de IL-6 o con un siRNA que inhibe la expresión de la subunidad gp130 de 
dicho receptor. Ambos tratamientos lograron reducir la proliferación de las células 
MCF-7 de forma significativa (P ≤ 0,01 en ambos casos) (Fig. 26a). El mismo resultado 
se obtuvo al transfectar las células MCF-7 con un siRNA que bloquea la expresión de 
STAT3 (P ≤ 0,01) (Fig. 26a).  
Además, se evaluó la influencia de la vía IL-6/STAT3 sobre la expresión de otros 
genes claves como ciclina D1, c-Myc, IL-6, Rantes y MCP-1 al inhibir la expresión de 
STAT3 por siRNA en células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados (Fig. 
26b). Los resultados mostraron que ante el estímulo con TNF-α hay una clara reducción 
en la expresión de todos los genes evaluados en las células MCF-7 si se compara con 
los niveles de expresión alcanzados por estas mismas células tratadas con siRNA sin 
sentido (P ≤ 0,0001).  
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Figura 26: La vía de IL-6/STAT3 es esencial en la proliferación de las células 
MCF-7 inducida por TNFα/IL-6 en presencia de macrófagos condicionados. 
(a) Nivel de proliferación expresado en unidades arbitrarias (u.a.) de células MCF-7 cultivadas 
con macrófagos condicionados bajo el estímulo de TNF-α/IL-6 (1 ng/mL). Las células MCF-7 
fueron previamente tratadas por 4 h. con anticuerpo anti receptor de IL-6 o siRNA contra 
STAT3 o GP130 según se indica. Un anticuerpo IgG no específico (Ac. Cntrl) y un siRNA no 
silenciante (N.S.) fueron utilizados como controles respectivos. La proliferación se midió luego 
de 48 h de cultivo por CyQuant. (b) Se muestran (de izquierda a derecha) el nivel de expresión 
del mRNA de ciclina D1, c-Myc, IL-6, Rantes (CCL-5) y MCP-1 en células MCF-7 co-
cultivadas con macrófagos condicionados y estimuladas por 2 h con TNF-α/IL-6 (1 ng/mL). Las 
células MCF-7 48 h antes fueron transfectadas con un siRNA anti STAT3 o un siRNA N.S. En 
todos los casos se cuantificó por RT-qPCR el nivel relativo de mRNA de cada gen con respecto 
al control (células tratadas con siRNA N.S. sin estimular) calculando el resultado por el método 
2 
–ΔΔCt
. Se utilizó como control interno la expresión del gen 18S. Las diferencias estadísticas se 
expresan con respecto al tratamiento con siRNA N.S. o Ac. Cntrl (Δ). 2 símbolos P ≤ 0,01; 4 
símbolos P ≤ 0,0001.  
 
 
Todo esto establece a STAT3 como otro factor de transcripción clave en la 
desregulación génica inducida por los macrófagos condicionados en células de cáncer 
de mama ERα+. Por ello, también se estudió el estado de asociación del factor de 
transcripción STAT3 sobre el promotor del gen ciclina D1 en células MCF-7 cultivadas 
solas o junto con macrófagos KG-1 condicionados. Mediante ensayo de ChIP se 
observó que STAT3 se asocia al promotor de ciclina D1 ante el estímulo con estradiol o 
TNF-α en células MCF-7 cultivadas en ausencia de macrófagos (P ≤ 0,001). El 
tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 a su vez provocó que la interacción de 
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STAT3 con dicho promotor inducida por el estímulo con TNF-α no sea 
significativamente diferente del control (Fig. 27a).  
Por su parte en las células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados se 
observó un incremento en el nivel de asociación de STAT3 al promotor de ciclina D1 
ante el estímulo con estradiol en comparación con las células MCF-7 solas ante el 
mismo estímulo (P ≤ 0,01) (Fig. 27b). De modo similar, al tratar las células MCF-7 con 
TNF-α aumenta el reclutamiento de STAT3 debido a la presencia de los macrófagos (P 
≤ 0,001). En esta ocasión el tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 no pudo 




Figura 27: Macrófagos condicionados inducen un aumento en el reclutamiento de 
STAT3 en el promotor del gen ciclina D1 en células MCF-7. 
Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) de las proteínas Stat3 seguido de cuantificación por 
RT-qPCR del promotor de ciclina D1. Las células MCF-7 fueron cultivadas solas (a) o con 
macrófagos KG-1 condicionados (b) por 24 h. Luego se realizó un estímulo de 2 h con los 
compuestos que se especifican. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes 
con su respectivo error estándar de la media (SEM). Cntrl: DMEM sin rojo fenol ni el agregado 
de factores adicionales, E2: Estradiol 1 µM, TNF: TNF-α 1 ng/mL, Tam: Tamoxifeno 1 µM, 
ICI: ICI 182,780 1 µM. Ac. control: Anticuerpo control (IgG). Las diferencias estadísticas se 
expresan con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento sin 
macrófagos (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 símbolos P ≤ 
0,0001. NSS = No hay diferencia significativa. 
 
 
Finalmente se estudió la relación que existe entre la vía de IL-6/STAT3 y el estado 
de activación del ERα en la proliferación mediada por los macrófagos condicionados. 
Como ya se mostró anteriormente, el tratamiento de las células MCF-7 con TNF-α/IL-6 
llamativamente es capaz de inducir proliferación independiente de estradiol (Fig. 23 y 
26a) por medio de la activación del ERα (Fig. 15), el cual mostró ser fosforilado en su 
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serina 118 de una manera dependiente de NF-kB (Fig. 19c). Por este motivo se decidió 
analizar si el receptor de IL-6 podría estar cumpliendo un rol importante en la 
fosforilación del ERα en la serina 118. Para ello, células MCF-7 co-cultivadas con 
macrófagos KG-1 condicionados fueron tratadas con anticuerpos contra el receptor de 
IL-6 o un anticuerpo control IgG. Luego las células recibieron un estímulo de 2 horas 
con medio solo (control), TNF-α/IL-6 o TNF-α/IL-6/Tamoxifeno (Fig. 28a). Por 
Western Blot se observa que el anticuerpo anti IL-6 es capaz de reducir 
significativamente el aumento de p-ERα S118 en las células MCF-7 inducido por el 
estímulo de TNF-α/IL-6 en presencia de macrófagos condicionados. Además, en estas 
condiciones el tratamiento con tamoxifeno redujo el nivel de p-ERα S118 a los niveles 
basales, igual al control sin estimular.  
A los fines de analizar qué quinasas participan en la fosforilación del ERα en la S118 
en este contexto independiente de ligando, se utilizaron dos inhibidores diferentes de la 
quinasa ERK-1 (U0126 y PD98059). Los resultados indican que al inhibir la quinasa 
ERK-1 en células MCF-7 se reduce significativamente el nivel de fosforilación en la 
serina 118 del ERα inducido por el estímulo de TNF-α/IL-6 en presencia de macrófagos 
condicionados (P ≤ 0,05). Esto indicaría que ERK-1 sería una de las quinasas 
responsables de la activación independiente de ligando de ERα (Fig. 28b). Además, es 
importante notar que el estímulo con TNF-α/IL-6 incrementa significativamente el nivel 
de la quinasa ERK-1 fosforilada (activa) (P ≤ 0,01) y que el incremento producido por 
el estímulo con estradiol, el cual induce proliferación en las células MCF-7 de manera 
canónica, no fue significativo con respecto al control (Fig. 28c).  
Analizando la proliferación de las células MCF-7 en presencia de macrófagos 
condicionados, bajo el tratamiento con los inhibidores U0126 y PD98059, se observa 
que ERK-1 cumple un papel muy importante en la proliferación alternativa 
independiente de estradiol inducida por TNF-α/IL-6. La proliferación de las células 
MCF-7 inducida por el estímulo de TNF-α/IL-6 disminuyó significativamente al inhibir 
ERK-1 (P ≤ 0,001). Además, la proliferación de las células MCF-7 en estas condiciones 
no es significativamente diferente a las de las células control sin estimular. Por otro 
lado, las células MCF-7 mostraron una reducción significativa en la proliferación 
inducida por estradiol producto del tratamiento con U0126 y PD98059 (P ≤ 0,01 y P ≤ 
0,001 respectivamente). Sin embargo, estos valores de proliferación son 
significativamente superiores a los de las células MCF-7 control sin estimular (P ≤ 
0,001 y P ≤ 0,01 respectivamente) denotando que los inhibidores de ERK-1 solo 
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producen una reducción parcial en la proliferación mediada por estradiol (Fig. 28d). 
 
 
Figura 28: La fosforilación del ERα independiente de estradiol en células MCF-7 
mediada por el estímulo de TNF-α/IL-6 depende de la quinasa ERK-1. 
(a) Western Blot de homogenato total de células MCF-7 cultivadas con macrófagos 
condicionados revelado con anticuerpos anti ERα total o anti ERα fosforilado en S118 (p-ERα 
S118). Las células fueron sincronizadas por 48 horas, luego tratadas con anticuerpo anti 
receptor de IL-6 o con anticuerpo control (IgG no específico) por 2 h y finalmente 2 h antes de 
ser cosechadas fueron estimuladas con los compuestos especificados en la figura. En (b) y (c) se 
muestra el nivel de expresión de las proteínas p-ERα S118 y ERK-1 fosforilada (p-ERK-1) en 
células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos KG-1 condicionados luego de 2 h de estímulo con 
los compuestos indicados. Dos horas antes de ser estimuladas las células fueron tratadas con 
inhibidores específicos de ERK-1 (U0126 y PD98059) o solo se agregó DMEM (barras azules). 
(d) Proliferación expresada en unidades arbitrarias (u.a) de células MCF-7 luego de 48 h de 
cultivo medido por CyQuant. Las células fueron tratadas con inhibidores de ERK-1 (barras rojas 
y verdes) y con los compuestos que se especifican. En (b) (c) y (d) se muestra el promedio de 
tres experimentos independientes con su respectivo error estándar. Las diferencias estadísticas 
se expresan con respecto a su propio control (Cntrl) (Δ) o con respecto al mismo tratamiento sin 
inhibidores de ERK-1 (*). 1 símbolo P ≤ 0,05; 2 símbolos P ≤ 0,01; 3 símbolos P ≤ 0,001; 4 
símbolos P ≤ 0,0001. 
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Discusión 
Uno de los principales tratamientos utilizados en pacientes con tumores de mama 
ER+ es la terapia adyuvante con tamoxifeno, el cual ha demostrado mejorar la 
sobrevida de las pacientes y reducir la recurrencia de la enfermedad [144]. Sin embargo, 
una proporción considerable de pacientes que inicialmente responden favorablemente al 
tratamiento con tamoxifeno posteriormente adquieren resistencia [145]. Una gran 
cantidad de estudios han reportado diferentes mecanismos de resistencia al tratamiento 
con tamoxifeno. Algunos de estos mecanismos incluyen cambios en la expresión y/o 
modificaciones postraduccionales del ER, alteraciones en las proteínas correguladoras, 
incremento en la actividad AP-1 y desregulación del ciclo celular [146-150]. Además, 
las evidencias reportadas hasta el momento sugieren que muchos de los mecanismos de 
resistencia al tratamiento con tamoxifeno involucran un incremento en la señalización 
de receptores tirosina quinasa como son el EGFR, HER-2 e IGF-1R, los cuales 
conducen a la activación de las vías de ERK y PI3K [145]. 
La línea celular de mama MCF-7 es positiva para el receptor de estrógenos alpha 
(ERα+) y se caracteriza por responder al tratamiento con SERMs y antagonistas puros 
de dicho receptor. En este trabajo de tesis se ha descripto un posible mecanismo por el 
cual células MCF-7 proliferan ante el estímulo de TNF-α cuando se encuentran 
comunicados de forma paracrina con macrófagos condicionados, exhibiendo resistencia 
al tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780. Como se introdujo previamente, los 
macrófagos son células muy plásticas que poseen la capacidad de activar diferentes 
programas funcionales dependiendo de las señales que reciban de su entorno. Diferentes 
poblaciones de TAMs pueden coexistir en un tumor dependiendo de las variaciones en 
el micro-medioambiente [44]. En general los TAMs poseen un perfil similar al de un 
macrófago M2 o alternativo, los cuales están involucrados en el proceso de cicatrización 
de heridas y crecimiento de tejido. En muchos casos los TAMs poseen expresión 
constitutiva alta de IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-α [151]. Desde el punto de vista del micro-
medioambiente, un tumor es considerado una herida que nunca sana [14]. Estudios 
clínicos sugieren que altos niveles de TAMs infiltrados en tumores de mama se 
correlacionan con un peor pronóstico [152]. Han sido reportadas diferentes 
contribuciones de los TAMs en el micro-medioambiente tumoral que promueven el 
desarrollo y la evolución del cáncer. Los TAMs pueden favorecer el crecimiento de las 
células tumorales, la remodelación de la matriz extracelular, la invasión del tejido 
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circundante y la formación de metástasis así como la inmunosupresión local [47]. Por el 
contrario muy pocos reportes han relacionado a los TAMs con el desarrollo de 
resistencia endócrina [153, 154]. 
Analizando el modelo experimental in vitro empleado, donde células MCF-7 y 
macrófagos condicionados interaccionan separados por una membrana semipermeable 
de forma paracrina, se observa que dicha interacción induce la liberación al medio de 
cultivo de TNF-α e IL-6 a niveles significativamente superiores con respecto a los 
cultivos individuales (Fig. 22). Además, dicha diferencia en los niveles de TNF-α e IL-6 
se mantuvo a lo largo de 36 horas. En base a que los niveles del mRNA de IL-6 se 
incrementan en ambas líneas celulares del co-cultivo con respecto a los cultivos 
individuales (Fig. 21), es posible hipotetizar que la IL-6 secretada al medio de cultivo 
provendría tanto de los macrófagos como de las células MCF-7. El resultado de la 
figura 22 muestra que el co-cultivo de las células MCF-7 y los macrófagos 
condicionados favorece la formación de un micro-medioambiente proinflamatorio. 
TNF-α e IL-6 vía sus propios receptores producen la activación de los factores de 
transcripción NF-kB y STAT3 respectivamente, los cuales junto con c-Myc han sido 
relacionados con la polarización de los macrófagos hacia un perfil tipo M2, dicho perfil 
de activación concuerda con una actividad protumoral [155-157]. Mientras que la 
literatura en el pasado ha equiparado a los TAMs con un fenotipo M2 puro, se ha vuelto 
cada vez más claro que los TAMs se componen de múltiples poblaciones distintas con 
características superpuestas que dependen de una variedad de factores que incluyen la 
ubicación en el micro-medioambiente, el estadio del tumor y tipo de cáncer [158]. La 
importancia del estímulo simultáneo con TNF-α e IL-6 se puso en evidencia en el hecho 
de que el tratamiento de células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos vírgenes 
proliferaron ante dicho estímulo, mientras que los estímulos con TNF-α o IL-6 de forma 
individual no fueron capaces de inducir proliferación en estas condiciones donde los 
macrófagos no fueron condicionados (Fig. 23).  
Los resultados de las figuras (Figs. 15, 18b y 26a) muestran que la proliferación de 
las células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados, estimuladas con TNF-
α y bajo el tratamiento de tamoxifeno o ICI 182,780, depende de los factores de 
transcripción NF-kB, STAT3 y ER-α. En diferentes reportes NF-kB ha sido asociado 
con resistencia endócrina principalmente modulando la actividad del ERα. Un 
mecanismo de acción posible de NF-kB es reprimiendo la expresión del ERα lo cual 
permitiría que surja una población de células resistente al tamoxifeno producto de dicha 
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presión selectiva. Este mecanismo de acción no podría estar sucediendo en este caso 
debido a que la presencia del ERα es necesaria para que las células MCF-7 proliferen. 
Otra forma posible de resistencia endócrina mediada por NF-kB podría deberse a la baja 
en la activación del ERα producida por el tratamiento con SERMs la cual favorece la 
activación de otras vías de proliferación dirigidas por NF-kB que surgen como 
mecanismos compensatorios [159]. Por otro lado, se sabe que el estradiol es capaz de 
suprimir la expresión de genes que responden a NF-kB en células de cáncer de mama 
[133]. En este sentido, los tumores de mama ER- han sido asociados con una elevada 
actividad de NF-kB [134, 135, 160] y con una mayor expresión de IL-6, IL-8, Rantes y 
MCP-1 [136, 137]. Esto concuerda con el hecho de que los antagonistas del ERα como 
los inhibidores de aromatasas produzcan el efecto contrario, es decir que al suprimir la 
acción del estradiol se incrementa la expresión de los genes que responden a NF-kB 
[133, 161]. 
Un aspecto importante de todo este proceso por el cual las células MCF-7 desarrollan 
resistencia endócrina mediada por los macrófagos condicionados es la fosforilación 
independiente de ligando del ERα que vuelve a dicho factor de transcripción 
constitutivamente activo. La fosforilación independiente de ligando del ERα es uno de 
los principales mecanismos de resistencia endócrina descriptos. Varias cascadas de 
quinasas como PKA (protein kinase A), MAPK y PAK (P21-activated kinase) han sido 
asociadas con resistencia a tamoxifeno, estas quinasas inducen la fosforilación del ERα 
o de sus correguladores [145]. Los residuos de serina S102, S104 y S106 en la región 
AF-1 del ERα son fosforilados por GSK-3 (Glycogen synthase kinase 3) y por las vías 
de ERK1/2 y MEK1/2 [162]. Además, la fosforilación en la serina 118 es uno de los 
sitios de fosforilación del ERα más reportados, el cual es blanco de las quinasas MAPK, 
GSK-3, IKKα y CDK7 (cyclin dependent kinase 7) [163]. Por otro parte STAT3 no ha 
sido relacionado directamente con la inducción de resistencia endócrina pero sí de 
forma indirecta a través de la activación de ciclina D1 y de las quinasas ERK1/2 y 
MEK1/2 [131, 162, 164]. 
Se pudo comprobar que las células MCF-7 que poseen el ERα con una mutación 
puntual en la serina 118 por una alanina no proliferan ante el estímulo de TNF-α cuando 
son co-cultivadas con macrófagos condicionados y tratadas con tamoxifeno o ICI 
182,780 (Fig. 19d). Este resultado muestra que la fosforilación en la serina 118 del ERα 
es esencial en la proliferación de las células MCF-7 independiente de estradiol, pero no 
se descarta la posibilidad de que otros residuos del ERα estén siendo fosforilados en 
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dicho proceso. La quinasa ERK-1 estaría involucrada en la fosforilación del ERα en la 
serina 118, ya que dos inhibidores específicos de dicha quinasa (U0126 y PD98059) 
pudieron bloquear de forma significativa la fosforilación del ERα en dicho residuo y la 
subsecuente resistencia endócrina mediada por los macrófagos condicionados (Figs. 28b 
y 28d). La quinasa ERK-1 podría ser activada tanto por la vía de TNF-α como de IL-6, 
incluso también podría ser activada por IL-8, otra de las citocinas que se vieron 
incrementadas producto del co-cultivo con macrófagos (Fig. 20) [165]. En este sentido 
se ha reportado recientemente que células MCF-7 resistentes a tamoxifeno expresan 
niveles elevados de IL-8 [166]. Otro trabajo muestra que en células de cáncer de ovario 
IL-6 e IL-8 son capaces de activar genes que responden a estradiol y que existe una 
especie de regulación recíproca entre estas vías de señalización, lo cual concuerda con 
los hallazgos de este trabajo en células de cáncer de mama [167]. Algo que queda para 
analizar en un futuro es justamente la posible implicancia de IL-8 en este complejo 
fenómeno. 
La resistencia endócrina inducida por los macrófagos condicionados también pudo 
ser comprobada en un modelo in vivo, en donde células MCF-7 fueron inyectadas en 
ratones inmunodeprimidos Nu/Nu junto con la línea celular de monocitos humanos 
THP-1 (Fig. 12). Las células MCF-7 normalmente no pueden crecer y formar tumores 
de xenoinjerto en modelos animales sin un nivel de estradiol sistémico adecuado. Por 
esta razón se necesita del suministro externo de estradiol que permita mantener los 
niveles correspondientes de dicha hormona para que las células MCF-7 puedan crecer. 
Sin embargo, las células MCF-7 inyectadas conjuntamente con los monocitos THP-1 
lograron crecer en los ratones aun cuando el suministro de estradiol externo fue 
removido. Incluso el tratamiento con tamoxifeno o ICI 182,780 no fue capaz de 
disminuir el crecimiento de estos tumores.  
Es importante aclarar que el micro-medioambiente tumoral se constituye por una 
población heterogénea de células compuesta por las células tumorales junto con las 
células del estroma que son reclutadas del entorno. El estroma tumoral es muy complejo 
y está formado principalmente por fibroblastos, células endoteliales y pericitos, 
adipocitos, macrófagos, linfocitos, MDSCs y otras células del SI [14]. Es la interacción 
entre todas las células de este enmarañado sistema la que determina la evolución de un 
tumor. Frente a este escenario tan complejo que involucra la interacción entre diferentes 
tipos celulares, el modelo de co-cultivo in vitro de células MCF-7 y macrófagos 
condicionados, empleado en este estudio, no deja de ser una simplificación que nos 
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permite estudiar el efecto puntual de los macrófagos sobre las células de cáncer de 
mama, pero que al mismo tiempo deja de lado las contribuciones de los demás tipos de 
células que componen el estroma tumoral. Los resultados obtenidos en el modelo in 
vivo representan un avance en este sentido ya que extrapola los resultados obtenidos in 
vitro a un contexto mucho más complejo. Sin embargo, no debe perderse de vista que 
este experimento fue realizado en ratones inmunodeprimidos Nu/Nu que carecen de 
linfocitos T, los cuales son un actor fundamental en la respuesta inmune adaptativa y en 
la modulación del micro-medioambiente tumoral [168, 169].  
En base a los resultados de ChIP (Figs. 16 y 27) se observa que en las células MCF-7 
co-cultivadas con macrófagos condicionados el estímulo con TNF-α induce la unión de 
p65, ERα y STAT3 al promotor de ciclina D1. Recordemos que en estas condiciones las 
células MCF-7 proliferan en ausencia de estradiol e incluso bajo el tratamiento con 
tamoxifeno (Fig. 8) y que la falta de alguno de estos tres factores de transcripción (Figs. 
15, 18b y 26a) redujo significativamente la tasa de proliferación de las células MCF-7. 
Esto sugiere que p65, ERα y STAT3 podrían estar formando parte de un mismo 
complejo transcripcional no descartándose la posibilidad de que alguna otra proteína 
forme parte de dicho complejo. Teniendo en cuenta que la porción del promotor de 
ciclina D1 amplificada posee un sitio de unión de NF-kB [170, 171], p65 estaría unido 
directamente al ADN pero la disposición que estarían adoptando ERα y STAT3 no es 
posible saberla con estos resultados. Se ha descripto que ERα al ser fosforilado de forma 
independiente de ligando en la serina 118 puede unirse indirectamente al ADN a través 
de factores de transcripción tipo AP-1, SP-1 o NF-kB [163, 172] por lo que se puede 
especular que en este caso ERα fosforilado en la serina 118 podría estar actuando como 
cofactor unido a NF-KB.  
Además, junto con el complejo transcripcional descripto en el promotor de ciclina 
D1 que involucraría a los factores de transcripción NF-kB, ERα y STAT3 también se 
observó una clara variación en el balance de los coactivadores CBP y SRC1 y del 
correpresor NCoR. En las células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados 
el tratamiento con TNF-α induce la unión de CBP, mientras que si en estas mismas 
condiciones se trata a las células con tamoxifeno se induce la unión de CBP, SRC-1 y 
NCoR (Fig. 16b). En diferentes trabajos se ha descripto que el complejo tamoxifeno-
ERα ejerce su acción antitumoral a través del reclutamiento de NCoR en el promotor de 
los genes diana para ERα [173]. En este caso, si bien el tratamiento con tamoxifeno 
induce la unión de NCoR al promotor de ciclina D1 no logra bloquear la expresión del 
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mismo (Fig. 13b) y las células MCF-7 en estas condiciones proliferan (Fig. 8). El 
incremento de los coactivadores SRC1 y CBP, ambos con capacidad histona 
acetiltranferasa, explicarían el hecho de observar un gen transcripcionalmente activo al 
mismo tiempo que el correpresor NCoR se encuentra unido. Además, como ya se dijo 
NCoR no posee capacidad represiva intrínseca, sino que la misma depende del 
reclutamiento de complejos que incluyen histonas deacetilasas. Por su parte, SRC-1 ha 
sido descripto como un inductor de resistencia endócrina en cáncer de mama [129] y es 
considerado como un predictor independiente de peor pronóstico en pacientes [174].   
Los resultados de este trabajo de tesis en su conjunto permiten proponer un posible 
mecanismo por el cual las células de cáncer de mama ER+ podrían adquirir resistencia 
endócrina mediada por macrófagos (Fig. 29). Dicho mecanismo establece que genes 
claves involucrados en la proliferación celular como ciclina D1 y c-Myc que 
normalmente se expresan por la vía canónica dependiente de E2-ERα podrían 
expresarse de forma alternativa mediante el estímulo de TNF-α e IL-6 de una manera 
independiente de estradiol. En resumen, la secuencia de hechos que conducirían a la 
adquisición de resistencia endócrina por parte de las células tumorales de mama ERα+ 
podría ser la siguiente. Al tratar los tumores ER+ con antagonistas de dicho receptor se 
favorece la expresión de citocinas proinflamatarias (IL-6, TNF-α) y quimioatrayentes 
(MCP-1, IL-8) vía NF-kB [160]. En concordancia, ha sido descripto que IL-6 a través 
de STAT3 es capaz de inducir la expresión de NF-kB en cáncer de próstata y melanoma 
[175, 176]. A su vez la expresión de MCP-1 genera un aumento de los macrófagos 
infiltrados en el tumor, la interacción entre los macrófagos y las células tumorales de 
mama ERα+ en un micro-medioambiente proinflamatorio favorece la expresión de 
TNF-α e IL-6. Por consiguiente, IL-6 y TNF-α vía sus propios receptores inducen la 
activación de STAT3 y NF-kB respectivamente y estos mismos receptores activan la 
cascada de MAPK que conduce a la activación del ERα mediante la fosforilación de la 
serina 118 posiblemente por la quinasa ERK-1. NF-kB, STAT3 y pERα-S118 se unen al 
promotor de ciclina D1 induciendo su expresión y la proliferación de las células 
tumorales. Vale aclarar que la disposición espacial de los factores de transcripción NF-
kB, ERα y STAT3 mostrada en el esquema de la figura 29 es a fines ilustrativos y no 
debe ser considerada como una verdad absoluta ya que otros estudios son necesarios 
para determinar este aspecto.  
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Fig. 29: Modelo del efecto de los macrófagos condicionados sobre las células de 
cáncer de mama ERα+. 
La ilustración representa la resistencia endócrina de las células de cáncer de mama ER+ 
mediada por la interacción con los macrófagos. Se muestra que las citocinas liberadas por los 
macrófagos activan los receptores de TNF-α e IL-6 en las células tumorales. A su vez, esto 
genera la activación NF-kB, de STAT3 y la fosforilación de ERα en la S118 mediante la 
quinasa ERK-1. La combinación de la activación de NF-kB, STAT3 y ERα fosforilado en la 
S118 es suficiente para inducir la expresión genes mitogénicos y proinflamatorios claves en la 
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La evidencia acumulada sugiere que una alta densidad de TAMs infiltrados en el 
tejido tumoral se correlaciona con resistencia a diferentes terapias contra el cáncer 
[177]. En base a estos hallazgos, los TAMs emergen como un blanco atractivo en el 
campo de las terapias antitumorales. Estas estrategias terapéuticas incluyen la inhibición 
del reclutamiento de macrófagos dentro del tumor, suprimir o depletar los TAMs, 
bloquear el efecto adverso de los TAMs o convertirlos a un fenotipo antitumoral [178, 
179]. En caso de comprobarse la hipótesis de que los TAMs inducirían resistencia a los 
tratamientos hormonales que buscan evitar la activación del ER, dichos tratamientos 
endocrinos serían más eficientes al aplicarse en combinación con este tipo de terapias 
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Conclusiones 
Se observó que el co-cultivo con macrófagos condicionados incrementa la 
proliferación, migración y la capacidad invasiva de células de cáncer de mama (Figs. 8 
y 10). Uno de los hallazgos más relevantes de esta tesis es el hecho de que las células de 
cáncer de mama ERα+, las cuales normalmente necesitan del estímulo mitogénico con 
estradiol para poder proliferar, al interaccionar con macrófagos condicionados con 
TNF-α adquieren la capacidad de proliferar de manera independientes de esta hormona. 
Esto se observó en células MCF-7 co-cultivadas con macrófagos condicionados in vitro 
e incluso in vivo en un modelo murino inmunodeficiente. En este caso se generaron 
tumores de xenoinjerto a partir de una mezcla de células MCF-7 y monocitos THP-1 
donde dichas células tumorales ERα+ no sólo crecieron en ausencia de estradiol o al ser 
tratada con tamoxifeno o ICI 182,780, sino que lo hicieron a una mayor tasa 
mostrándose mucho más agresivas e invasivas (Fig. 12).  
Se demostró que los macrófagos condicionados con TNF-α son capaces de modificar 
la expresión de una gran cantidad de genes en las células de cáncer de mama ERα+. 
Entre los genes que incrementan su expresión se encuentran los que codifican a varias 
citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-α, e IL-1, a factores quimioatrayentes de 
diferentes leucocitos como MCP-1, Rantes, IL8 y Gro junto con oncogenes 
involucrados en aspectos claves del crecimiento y promoción del tumor como son 
ciclina D1 y c-Myc (Figs. 20). Entre las citocinas proinflamatorias que se vieron sobre 
expresadas se destacan IL-6 y TNF-α comprobándose su participación de manera 
directa en el fenómeno de desarrollo de resistencia endócrina (Figs. 21 y 22). Se 
demostró que las vías de señalización TNF-α/NF-kB e IL-6/STAT3 se activan en las 
células de cáncer de mama MCF-7 producto del micro-medioambiente generado por la 
intercomunicación entre las células tumorales ERα+ y los macrófagos condicionados. 
La activación de tales vías mostró ser clave en la proliferación independiente de 
estradiol de las células MCF-7 (Figs. 18 y 26). Además, también se comprobó que el 
ERα es un partícipe necesario de este fenómeno junto con los factores de transcripción 
NF-kB y STAT3 (Fig. 19). En lo que a esto respecta, se comprobó que el ERα se 
fosforila en la serina 118 de manera independiente de ligando y que dicha fosforilación 
estaría mediada por la quinasa ERK-1 la cual podría activarse tanto por la vía de IL-6 
como de TNF-α (Fig. 28).  
Todo esto concuerda con lo que ocurre en el complejo transcripcional reclutado en 
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los promotores de genes claves en proliferación como ciclina D1 y c-Myc de células 
MCF-7. Se observó una marcada diferencia en los factores de transcripción y 
correguladores que son reclutados en dichos complejos trancripcionales a partir de la 
presencia de los macrófagos condicionados. Se constató un marcado incremento de ERα 
y p65 en el promotor de ciclina D1 y c-Myc ante el estímulo con TNF-α en células 
MCF-7, cuando las mismas se encuentran interaccionando de forma paracrina con los 
macrófagos condicionados (Figs. 16 y 17). En estas mismas condiciones también se 
determinó un aumento en el reclutamiento del factor de transcripción STAT3 en el 
promotor de ciclina D1, pero en este caso no se analizó qué sucede en el promotor de c-
Myc (Fig. 27). Otro cambio importante fue el re-arreglo de los cofactores que forman 
parte del complejo transcripcional. El estímulo con TNF-α, ante la presencia de 
macrófagos condicionados, indujo un marcado aumento del coactivador CBP en el 
complejo trancripcional de los genes ciclina D1 y c-Myc en las células MCF-7. En este 
caso el tratamiento con tamoxifeno provocó el reclutamiento del correpresor NCoR a 
los complejos transcripcinales de dichos genes, pero al mismo tiempo también indujo la 
unión del coactivador SRC1 junto a CBP mostrando solo una disminución parcial en la 
expresión génica (Figs. 16, 17 y 13). 
En resumen en este trabajo de tesis se ha demostrado que los macrófagos 
condicionados con TNF-α son capaces de inducir resistencia endócrina en células de 
cáncer mama ERα+ a través de un complejo proceso que involucra las vías de 
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El cáncer de mama es uno de los tipos de cáncer más diagnosticados y es la principal 
causa de muerte en mujeres entre todas las enfermedades neoplásicas a nivel mundial 
[180, 181]. Una característica común en muchos tipos de tumores mamarios es la 
aparición de micro-calcificaciones, por ejemplo la mayoría de los casos de cáncer ductal 
in situ presentan micro-calcificaciones [182]. Debido a esto, la presencia de micro-
calcificaciones en mamografías es utilizada de rutina para detectar tumores de mama en 
estadios tempranos lo cual tiene una vital importancia ya que permite la aplicación de 
terapias conservativas y resulta en un mejor pronóstico para las pacientes. Cerca de la 
mitad de los tumores mamarios no palpables son detectados solamente a través de las 
micro-calcificaciones que se observan en mamografías.  
Las micro-calcificaciones mamarias pueden ser clasificadas por sus propiedades 
físicas y químicas en dos tipos bien distinguidos, las calcificaciones tipo I que se 
componen de oxalato de calcio (fórmula química CaC2O4), las cuales son de color 
ámbar parcialmente transparente y forman estructuras piramidales con superficies 
planas, y las calcificaciones tipo II que están compuestas por fosfato de calcio (fórmula 
química Ca3(PO4)2), siendo de color blanco grisáceo opaco y poseen una forma ovoide 
o fusiforme con superficies irregulares. Estas características fisicoquímicas hacen que 
los cristales de fosfato de calcio (CaP) sean más fáciles de observar que los de oxalato 
de calcio (CaOx) cuando se analizan los cortes histológicos bajo la luz de un 
microscopio. Para poder observar los cristales de CaOx de forma clara es necesaria la 
utilización de una luz polarizada [183].  
Los cristales de CaOx son el tipo de micro-calcificaciones menos comunes o menos 
reportadas en el tejido mamario, siendo las más comunes las micro-calcificaciones de 
CaP [184, 185]. El hecho de que la detección de estas últimas sea mucho más fácil que 
las primeras podría estar influyendo en esta estadística. Se ha reportado que las 
calcificaciones de CaP incrementan la mitogénesis en células de mama y que pueden 
inducir la expresión de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) facilitando 
el crecimiento y la progresión tumoral [186]. También se ha demostrado que 
calcificaciones de CaP tienen la capacidad de inducir la expresión de IL-1β en líneas 
celulares de mama, estableciendo un micro-medioambiente proinflamatorio [187]. Por 
otra parte pocas investigaciones han sido realizadas con respecto a los efectos del 
oxalato de calcio en cáncer de mama. Los cristales de CaOx han sido asociados 
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principalmente con carcinomas in situ y quistes benignos [188-191] pero también han 
sido reportados en tumores invasivos, aunque en menor medida [189, 192]. Por todo lo 
expuesto, la presencia de micro-calcificaciones en biopsias mamarias tiene significancia 
clínica y es importante determinar su presencia.  
El mecanismo por el cual se forman las micro-calcificaciones mamarias no se conoce 
con certeza, no se sabe si éstas se producen por un proceso celular activo o si son el 
resultado final de un proceso pasivo debido a la degeneración celular. Algunas 
evidencias apoyan la hipótesis de que el CaOx sería un producto de secreción mientras 
que el CaP se formaría por un proceso activo similar al de la mineralización de los 
huesos. Además, otros grupos han reportado que células epiteliales que adquieren 
características mesenquimales se vuelven capaces de producir micro-calcificaciones de 
CaOx [190, 191, 193]. El oxalato es producido por muchos tipos celulares como ser 
células de hígado, riñón, epiteliales y células de las glándulas apocrinas entre otras [188, 
193-197]. El oxalato es un producto metabólico inerte ya que no puede ser metabolizado 
y se elimina principalmente por vía renal. El oxalato puede estar presente como ácido 
libre, como sal soluble de potasio o sodio o como sal insoluble tal como los 
mencionados cristales de oxalato de calcio [198, 199]. Es posible conjeturar que la 
acumulación de oxalato es tóxica para la mayoría de los tejidos ya que diversas 
patologías como quistes renales, hiperplasia de tiroides y neoplasias de mama han sido 
asociadas con este hecho [200]. También se ha comprobado que la exposición de células 
epiteliales de riñón a oxalato es capaz de disparar diversos eventos a nivel celular como 
la activación de la vía de p38-MAPK, inducción de genes de expresión temprana como 
c-fos, reinicio de la síntesis de ADN, expresión de IL-6, entre otros [201-205]. De hecho 
se ha visto por “array” de ADN que al exponer células renales a oxalato la expresión de 
2276 genes disminuye y la de otros 750 aumenta [201].  
A pesar de la importancia que revisten las micro-calcificaciones mamarias por su 
relevancia biológica y su valor pronóstico, escasos estudios se han llevado a cabo para 
conocer el impacto directo que causa la presencia de oxalato en el micro-medioambiente 
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Objetivo general 
Hasta el momento nadie ha considerado al oxalato libre como un inductor importante 
de patologías mamarias. En este segundo capítulo se aborda la hipótesis de que la 
exposición crónica o prolongada de células epiteliales mamarias normales a oxalato 
induce alteraciones que promueven la aparición de un fenotipo neoplásico.  
 
Objetivos específicos 
1. Determinar la concentración de oxalato promedio en tejido mamario tumoral y 
normal. 
2. Estudiar los posibles efectos del oxalato sobre la proliferación de líneas celulares 
de mama tumorales y no tumorales. 
3. Establecer si el oxalato libre tiene la capacidad de inducir la expresión de genes 
involucrados en la proliferación celular. 
4. Determinar si el oxalato tienen un efecto carcinogénico en el micro-
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Resultados 
Los niveles de oxalato se encuentran incrementados en muestras de tumores 
mamarios. 
Con el objetivo de estudiar las implicancias biológicas del oxalato en los tumores 
mamarios, se determinó la concentración de oxalato tanto en muestras de tejido tumoral 
mamario como en tejido no canceroso adyacente al tumor por electrocromatografía 
capilar (CEC). En total fueron analizadas trece muestras de tejido tumoral y doce 
muestras de tejido sano (muestras control). La mayoría de las muestras fueron obtenidas 
de a pares de cada paciente. Se determinó que todas las muestras de tejido tumoral 
examinadas tenían una concentración de oxalato total sensiblemente mayor a la de su 
contraparte no tumoral o control (P ≤ 0,0001). La concentración promedio de oxalato 
total presente en las muestras tumorales fue casi diez veces mayor que las muestras 
control. Un análisis estadístico de estos datos revela una diferencia altamente 




Figura 30: El tejido mamario tumoral posee mayor concentración de oxalato que 
el tejido de mama no tumoral. 
Muestras de tejido de tumores mamarios humanos (barra negra, n=13) y de tejidos de mama no 
tumorales (Barra blanca, n=12) fueron procesados con ácido clorhídrico 2,75 M y la 
concentración de oxalato total se determinó por electrocromatografía capilar. Los resultados se 
expresan en µg de oxalato total por mg de tejido. La estadística se realizó mediante una prueba t 
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El oxalato induce proliferación en células epiteliales de mama.  
Debido a la alta concentración de oxalato encontrada en las muestras de tejido 
tumoral mamario la siguiente pregunta a responder fue si el oxalato podría producir 
algún efecto a nivel celular capaz de favorecer la génesis o el crecimiento tumoral. Con 
este objetivo, líneas celulares de cáncer de mama humanas fueron tratadas en cultivo 
con diferentes concentraciones de oxalato y luego se evaluó la proliferación. Dicho 
ensayo de proliferación celular se realizó mediante dos técnicas diferentes, 
cuantificando la cantidad de ADN total (Fig. 31a) y contando el número de células 
totales (Fig. 32), los cuales fueron realizados tres veces por cuadruplicado. Estos 
experimentos mostraron que el oxalato, en un rango de concentraciones entre 20 y 50 
µM, induce mayores tasas de proliferación en células MCF-7 y MDA-MB231 luego de 
tres días de tratamiento. Además, células MCF-7 tratadas por tres semanas con una 
concentración menor de oxalato (1, 5 y 15 µM) también mostró un incremento 
significativo en la proliferación (Fig. 31b).  
Es importante notar que en todos los casos el efecto del oxalato fue evaluado 
adicionando ácido oxálico en el mismo medio de cultivo empleado para los controles. 
Debido al pH del medio de cultivo y su capacidad buffer, el ácido oxálico pierde 
rápidamente sus dos protones quedando su base conjugada libre, el oxalato. Para excluir 
cualquier posible efecto del pH en este fenómeno, para cada caso se utilizó un control 
de ácido acético a la misma concentración que el ácido oxálico. Como se esperaba, 
ninguno de los controles con ácido acético mostró un incremento significativo en la 
proliferación como se observa en la figura 31 y 32. Controles similares fueron 
realizados utilizando ácido fumárico obteniéndose esencialmente resultados similares 
(resultado no mostrado). Curiosamente, el oxalato no tuvo efecto sobre líneas celulares 
de otros tipos como ser células HEK-293 (células epiteliales de riñón humanas) (Fig. 
31a y 32) o NIH-3T3 (fibroblastos de ratón) (Fig. 32) lo que da indicios de que este 
fenómeno podría restringirse principalmente a células de linaje mamario. Sin embargo, 
células MCF-10A (una línea epitelial de mama no tumoral) fueron tratadas por tres días 
con oxalato a una concentración de 20 µM o 50 µM pero la inducción de la 
proliferación no se observó claramente. En consecuencia, se repitió el experimento 
tratando a las células MCF-10A con oxalato por un período de tiempo mayor (siete 
días) a las mismas concentraciones (Fig. 31a). Bajo estas últimas condiciones 
experimentales, en las cuales se prolongó el tiempo de exposición a oxalato, las células 
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MCF-10A mostraron un aumento significativo en la proliferación pero a una tasa menor 
con respecto a la que se observa cuando estas mismas células son tratadas 
conjuntamente con FBS. Además, se observó que esta línea celular de mama normal 
prolifera a una tasa menor que las líneas celulares de mama tumorales tanto bajo 
estímulo con FBS u oxalato (Fig. 31a). En resumen, estas fueron las primeras 
evidencias que muestran que el oxalato tiene un efecto sobre la proliferación de líneas 
celulares de mama.  
 
 
Figura 31: El oxalato induce proliferación en células de cáncer de mama.  
En (a) se muestran células MCF-7, MDA-MB231 y HEK-293 luego de 3 días de tratamiento. 
Las células MCF-10A recibieron 7 días de tratamiento. En (b) se muestran células MCF-7 tras 3 
semanas de tratamiento. Las células fueron cultivadas en DMEM sin ningún aditivo en el caso 
del control o con la suplementación de los reactivos especificados. Con: control, FBS: suero 
fetal bovino, Ox: ácido oxálico, A.A.: ácido acético. El resultado expresa concentración de 
ADN en unidades arbitrarias (A.U.) obtenido por ensayo colorimétrico (CyQuant). La 
significancia estadística se determinó por un test ANOVA de dos vías seguida de un post-test de 
comparación múltiple de Holm-Sidak (α= 0.05). ****P < 0.0001, ***P < 0.001, **P <0.01, *P 
<0.05.  
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Figura 32: El oxalato induce proliferación en células de cáncer de mama pero no se 
observa ningún efecto en las células de riñón ni fibroblásticas.  
Células MCF-7, MDA-MB231, HEK-293 y NIH-3T3 fueron cultivadas en DMEM más los 
compuestos especificados, las células control fueron cultivadas con DMEM sin ningún aditivo. 
Luego de 3 días de tratamiento se cuantificó la proliferación contando manualmente el número 
de células con cámara de Neubauer. Con: control, FBS: suero fetal bovino, Ox: ácido oxálico, 
A.A.: ácido acético. La diferencia estadística fue determinada por test ANOVA de una vía 




El oxalato induce sobre-expresión de c-Fos en células MCF-7.  
Los oncogenes fos y jun son miembros de la familia de genes de expresión temprana 
(IEGs) los cuales se expresan de manera rápida y transitoria en diferentes líneas 
celulares en respuesta a muchos tipos de estímulos tales como factores de crecimiento, 
neurotransmisores, etc. [200, 206-210]. Aunque c-Fos fue descripto como un factor de 
transcripción tipo AP-1 hace más de 25 años atrás, las complejas consecuencias de su 
inducción sobre la fisiología de la célula no han sido completamente dilucidadas hasta 
el momento. Se ha propuesto que, ante estímulos mitogénicos, c-Fos dispara y controla 
aspectos claves del crecimiento celular, diferenciación y apoptosis debido a la 
regulación de genes claves. Además, c-Fos ha sido descripto como un activador de la 
biosíntesis de lípidos a nivel del citoplasma tanto en procesos celulares normales como 
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patológicos que demandan altas cantidades de biogénesis de membrana [211]. Los 
miembros de la familia de genes fos son probablemente los IEGs que se expresan con 
mayor frecuencia en los diferentes tipos de tumores humanos, su sobre-expresión ha 
sido reportada en diferentes desórdenes proliferativos tales como cáncer de mama, 
pulmón, colon, cerebro y tiroides [206, 208, 212].  
En base a lo expuesto se analizó la expresión de la proteína c-Fos tanto en muestras 
de tejido mamario tumoral como en muestras de tejido sano adyacentes al tumor, las 
cuales fueron obtenidas de a pares de un mismo paciente (para más detalles ver 
materiales y métodos). Como se esperaba, se encontraron altos niveles de expresión de 
c-Fos en el tejido tumoral mientras que las muestras normales mostraron niveles bajos o 
no detectables de dicha proteína, confirmando los resultados obtenidos por Motrich et 
al. [212] (Fig. 33).  
 
Figura 33: c-Fos se encuentra sobre-expresado en tumores de mama humanos.  
Western Blot realizado a partir de extractos proteicos de tejido mamario tumoral (T), tejido 
posiblemente no canceroso adyacente al tumor (NA) y una muestra control de tejido de mama 
no patológico (NC). El Western Blot fue revelado con un anticuerpo anti c-Fos. Se determinó la 
cantidad de α-tubulina (Tub) para ser utilizada como control de carga. Figura representativa de 
5 experimentos independientes. 
 
 
Por consiguiente, se evaluó el la posibilidad de que el oxalato tenga la capacidad de 
inducir la expresión de c-Fos en líneas celulares de cáncer de mama. Esto se realizó 
exponiendo células MCF-7 en cultivo a diferentes concentraciones de oxalato por 1,5 h, 
luego las células fueron cosechadas y los niveles de la proteína c-Fos fueron evaluados 
mediante Western Blot (Fig. 34a). El ensayo mostró que el oxalato induce la sobre-
expresión de c-Fos en un rango de concentración de entre 20 y 50 µM en células MCF-
7. Este resultado revela por primera vez que el oxalato es capaz de activar la vía de un 
IEG como c-fos exhibiendo un efecto a nivel genómico en células de cáncer de mama. 
Por el contrario, células HEK-293 (Fig. 34b) las cuales fueron tratadas con oxalato en 
paralelo con las células MCF-7 a las mismas concentraciones, no mostraron un 
incremento en la expresión de c-Fos. Esto es un fuerte indicio de que tal efecto podría 
Capítulo II  Resultados 
 
Página | 85  
 
limitarse a líneas celulares de mama, lo que concuerda con lo observado a nivel 
mitogénico, donde el oxalato indujo proliferación solamente en líneas celulares de linaje 
mamario (ver punto anterior).  
Para mayor confirmación de que el oxalato puede activar la vía de c-fos en células 
MCF-7 pero no en células HEK-293, se midieron los niveles de transcripto de este gen 
mediante RT-qPCR. Con este fin, ambas líneas celulares fueron tratadas 1,5 h con 
oxalato a diferentes concentraciones, como se describió previamente, y luego se 
midieron los niveles del mRNA de c-fos. Como se esperaba, el oxalato indujo un 
aumento significativo en los niveles del mRNA de c-fos en las células MCF-7 (Fig. 34c) 




Figura 34: El oxalato induce expresión de c-Fos en células MCF-7 pero no en 
células HEK-293.  
Células MCF-7 (a) y células HEH-293 (b) en cultivo fueron expuestas a FBS, ácido oxálico y 
ácido acético a las concentraciones que se especifican por 1,5 h. A partir del homogenato total 
de estas células  se evaluó la expresión de c-Fos a nivel de proteína mediante Western Blot. 
Como control de carga se determinó α-tubulina (Tub). MCF-7 (c) y HEK-293 (d) en cultivo 
fueron expuestas a los mismos estímulos que en (a) y (b) por 1,5 h. Luego las células fueron 
procesadas para determinar el nivel de expresión del mRNA de c-fos por RT-qPCR. Se utilizó 
como control interno el nivel de expresión de los genes GAPDH y RPLPO para las células 
MCF-7 y HEK-293 respectivamente. Se grafican las veces de cambio con respecto al control 
según el método 2 
–ΔΔCt
. El resultado es un promedio de tres experimentos independientes. Con: 
control (células sin estimular), FBS: suero fetal bovino, Ox: ácido oxálico, A.A.: ácido acético. 
****P < 0.0001. 
 
 
La sobre-expresión de c-Fos mediante el estímulo con oxalato también se evaluó en una 
línea celular de fibroblasto de ratón NIH-3T3. Al igual que se hizo con las líneas 
celulares anteriores, las células HEK-293 fueron expuestas a concentraciones de 20, 50 
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y 60 µM de ácido oxálico por 1,5 h. Como control de posibles efectos debido a 
pequeñas variaciones en el pH se utilizó ácido acético 50 µM. El nivel de expresión de 
c-Fos en el homogenato total se determinó mediante Western Blot (Fig. 35). El 
resultado obtenido con esta línea celular muestra que c-Fos se sobre-expresó ante el 





Figura 35: El oxalato no induce expresión de c-Fos en células NIH-3T3.  
Las células NIH-3T3 quiescentes en condiciones de arresto fueron estimuladas por 1,5 horas 
según se especifica en cada caso. Con: control (células sin estimular), FBS: suero fetal bovino, 
Ox: ácido oxálico, A.A.: ácido acético. α-tubulina (Tub) fue analizada como control de carga. 
Figura representativa de 3 experimentos independientes. 
 
 
También fue analizada la inducción de la expresión de otro IEG como c-jun por oxalato 
en células MCF-7 bajo las mismas condiciones experimentales en las cuales se evaluó la 
expresión de c-fos en esta línea celular. El resultado obtenido mediante Western Blot 
muestra que el estímulo mitogénico con FBS indujo la sobre-expresión de c-Jun 
mientras que la exposición a oxalato no produjo un incremento en la expresión de esta 
proteína en relación al control (células sin estimular) (Fig. 36). 
 
 
Figura 36: El oxalato no induce la expresión de c-Jun en células MCF-7.  
Las células MCF-7 quiescentes en condiciones de arresto fueron estimuladas por 1,5 horas 
según se especifica en cada caso. Con: control (células sin estimular), FBS: suero fetal bovino, 
Ox: ácido oxálico, A.A.: ácido acético. α-tubulina (Tub) fue analizada como control de carga. 
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El oxalato induce la formación de tumores en ratones Nu/Nu. 
Con el objetivo de determinar la capacidad carcinogénica in vivo del oxalato, ratones 
fueron tratados con dicha molécula orgánica reproduciendo las condiciones 
experimentales en las cuales previamente se había evaluado la proliferación celular in 
vitro. Como se observó que el oxalato induce proliferación en las líneas celulares de 
mama en un rango de concentración entre 20 µM y 50 µM, se decidió inyectar en los 
ratones una cantidad de oxalato tal que si se diluyese en todo el volumen de sangre del 
animal (aproximadamente 2 mL) se obtuviera una concentración de oxalato sistémica de 
20 µM. Dado que el volumen inyectado en cada dosis es de 50 µL la concentración de 
oxalato en dicha solución fue de 810 µM. 
Por consiguiente, ocho ratones fueron inyectados en la almohadilla grasa de la mama 
inguinal izquierda con 50 µL de una solución que contiene micro-cristales de CaOx a 
una concentración de 810 µM (grupo experimental). Para obtener los micro-cristales de 
CaOx se mezcló ácido oxálico 810 µM con cloruro de calcio 1.8 mM antes de ser 
inyectados. Otros dos grupos, de seis ratones cada uno, fueron inyectados en la misma 
zona mamaria que el grupo experimental con 50 µL de una solución de ácido acético 
810 µM o solamente con solución vehículo (grupos controles). El grupo de ratones que 
recibió las inyecciones con ácido acético fue un control para excluir cualquier efecto 
causado por posibles injurias por pH (Fig. 37a). En total, los ratones de los tres grupos 
recibieron 9 dosis de 50 µL de la solución correspondiente en un lapso de 29 días (una 
inyección cada 3 o 4 días). Luego de que los ratones recibieran la última dosis fueron 
examinados y no se observó ni palpó ningún tumor. Sin embargo, luego de 64 días (35 
días posteriores a la última inyección) un tumor palpable apareció en uno de los ratones 
del grupo experimental en la mama que había sido inyectada. En el día 73, la mayoría 
de los ratones del grupo experimental presentaban al menos un tumor en la mama 
inyectada (6 de 8 ratones). Finalmente, ya en el día 75 todos los ratones tratados con 
micro-cristales de CaOx habían desarrollado tumores e incluso algunos presentaban 
metástasis en la pleura pulmonar, pero ningún ratón de los grupos controles presentaba 
tumores.  
Posteriormente los ratones del grupo experimental fueron sacrificados a diferentes 
tiempos teniendo en cuenta su estado de salud y volumen tumoral según aspectos éticos 
establecidos (ver materiales y métodos). Se examinaron sus órganos tales como el riñón, 
hígado, pulmón, bazo e intestinos y no se encontró ninguna anormalidad macroscópica. 
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Por otro lado, se mantuvo a los ratones de los dos grupos controles para un seguimiento 
in vivo hasta el día 200 del experimento, en donde no se observó la aparición de ningún 
tumor. Luego los ratones fueron sacrificados para examinar el estado de sus órganos 
internos los cuales no presentaron anormalidades macroscópicas. Al realizar un análisis 
histológico del tejido mamario tampoco se detectó ninguna alteración.  
 
Figura 37: El oxalato induce la formación de tumores en el tejido mamario de 
ratones.  
Se muestran dos gráficos de supervivencia de dos experimentos independientes. (a) Los ratones 
fueron inyectados en la almohadilla grasa de la mama cada 3 o 4 días, hasta un total de 9 dosis 
(flechas rojas). El grupo Ox Mama, que recibió micro-cristales de oxalato de calcio (ácido 
oxálico 810 µM en solución vehículo con 1.8 mM de CaCl2) fue el único en formar tumores. 
Los dos grupos controles Con Mama y A.A. Mama que fueron inyectados con solución 
vehículo con 1.8 mM de CaCl o con solución vehículo con ácido acético 810 µM 
respectivamente no formaron tumores. Cada grupo estuvo conformado por 8 ratones. (b) Los 
ratones fueron inyectados cada 2 o 3 días hasta alcanzar un total de 7 dosis. A dos grupos se les 
suministró una solución salina con oxalato de potasio 810 µM ya sea en la almohadilla grasa de 
la mama (Ox Mama) o en el muslo (Ox Flanco). Los controles respectivos a estos grupos (Con 
Mama y Con Flanco) fueron inyectados con solución salina sola. Sólo los ratones del grupo 
Ox Mama formaron tumores. Cada grupo tuvo un n de 4. Flecha celeste: día en el que apareció 
el primer tumor de mama. Flecha azul: día en el que todos los ratones del grupo Ox Mama 
presentaban al menos un tumor. ****P < 0.0001. 
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En el experimento in vivo de la figura 37a, los ratones del grupo experimental 
recibieron oxalato a una concentración 810 µM pero el cual se encontraba 
principalmente en estado sólido como micro-cristales de CaOx. Esto quiere decir que la 
concentración de oxalato libre según la constante de solubilidad de dicha sal sería de 
sólo 2.5 µM. Aunque esta concentración de oxalato libre es bastante baja, vale recordar 
que incluso una concentración de 1 µM de oxalato fue capaz de inducir la proliferación 
de las células de cáncer mama MCF-7 luego de tres semanas de tratamiento en cultivo 
(Fig. 31b). En consecuencia, para evaluar el efecto del oxalato libre se llevó a cabo un 
nuevo experimento in vivo en el cual se inyectó oxalato a la misma concentración que 
antes (810 µM), pero en forma de oxalato de potasio la cual es una sal altamente soluble 
y no forma micro-cristales. En este caso también se decidió evaluar si existía cierta 
especificidad por el tejido mamario por lo que seis ratones fueron inyectados con 
oxalato de potasio en la almohadilla grasa de la mama y otros seis ratones fueron 
inyectados en el muslo de manera subcutánea, sendos grupos controles fueron 
inyectados en las mismas zonas respectivas con solución salina. Los ratones recibieron 
siete inyecciones en un lapso de 18 días (1 dosis cada 2 o 3 días).  
Asombrosamente, el grupo de ratones inyectados en la zona mamaria con oxalato de 
potasio fue el único grupo que desarrolló tumores. Para el día 18 un ratón de este grupo 
presentaba un tumor palpable y para el día 20 ya todos los ratones presentaban tumores 
habiendo tres de ellos con metástasis en la pleura pulmonar. Estos ratones fueron 
sacrificados teniendo en consideración el volumen tumoral y su estado de salud general 
según los criterios éticos seguidos para el experimento anterior (ver materiales y 
métodos) lo cual se refleja en el gráfico de supervivencia de la figura 37b. El resto de 
los ratones de los otros tres grupos fueron mantenidos en observación hasta el día 200 
del experimento donde no se observó la aparición de ningún tumor tanto en los ratones 
inyectados con solución salina como en los inyectados con oxalato de potasio en el 
muslo. Luego de este tiempo todos los animales fueron sacrificados y la ausencia de 
tumores o de otro tipo de patología fue confirmada por inspección de los órganos 
internos y análisis histológico.  
El gráfico de supervivencia de la figura 37a muestra claramente las diferencias 
significativas entre el grupo experimental y los dos grupos controles. Esta diferencia en 
la sobrevida se explica por los tumores altamente agresivos que el oxalato produjo en 
los ratones del grupo experimental, los cuales alcanzaron un gran volumen en poco 
tiempo. Como se muestra en el gráfico de la figura 38, luego de 15 días de la aparición 
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del primer tumor palpable los tumores había desarrollado un volumen promedio cercano 
a los 2500 mm
3
. A modo representativo en la misma figura se muestra la foto de un 
ratón tratado con CaOx, donde se observa claramente el tumor formado en la zona 
mamaria.  
 
Figura 38: Los ratones tratados con micro-cristales de oxalato de calcio formaron 
grandes tumores en la mama.  
Los ratones recibieron 9 dosis de 50 µL de una solución 810 µM de CaOx cada 3 o 4 días o 50 
µL de solución vehículo. Se muestra el promedio de 8 tumores medidos al día 79 del 
experimento. El volumen de los tumores se expresa en mm
3
 calculado según la fórmula V = 0,4 
x (L x S
2
) donde L es el diámetro mayor y S el menor. A la derecha se muestra una foto 
representativa de los tumores formados por el tratamiento con oxalato. **** P < 0.0001. 
 
 
Esta es la primera demostración de que el oxalato es capaz de producir cáncer de 
mama in vivo al menos en ratones. Además, se observó que el oxalato tiene un efecto 
tejido específico indicando que habría algo en las células de la mama que es necesario 
para que el oxalato ejerza su efecto carcinogénico. Esta especificidad no solo se observó 
in vivo cuando el oxalato de potasio inyectado en la zona del muslo trasero no produjo 
tumor alguno sino también in vitro cuando el oxalato agregado al medio de cultivo no 
indujo proliferación en las células de fibroblastos de ratón NIH 3T3 ni tampoco en 
células epiteliales de riñón humanas HEK-293 (Figs. 31a y 32). 
Análisis de los tumores generados por el oxalato. 
Se tomaron siete muestras de tejido de los tumores generados en los ratones a partir 
del tratamiento con oxalato para analizar por CEC la concentración de oxalato presente 
en los mismos. Como referencia también se analizaron por esta misma técnica siete 
muestras de tejido de mama de ratones control. Como era previsto, las muestras 
tumorales contenían una mayor concentración de oxalato que las muestras de tejido de 
mama no patológico (P ≤ 0,0001) y la concentración de oxalato total por mg de tejido 
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presentó valores muy similares a los hallados en las muestras de tumores de mama 
humanos (Fig. 39).  
 
Figura 39: Concentración de oxalato total presente el tejido mamario tumoral y no 
tumoral de ratones. 
Tejido de tumores de mama murinos (barra negra, n=7) y tejido de mama normal de ratones 
control (Barra blanca, n=7) fueron procesados con ácido clorhídrico 2,75 M y la concentración 
de oxalato total se determinó por CEC. Los resultados se expresan en µg de oxalato total por mg 
de tejido. ****P < 0.0001. 
 
 
Además, se hicieron cortes de los tumores de mama para su análisis histopatológico 
mediante tinción con H&E. Dos patólogos de forma independiente analizaron los cortes 
reportando que el tejido neoplásico se corresponde con un linaje altamente maligno e 
indiferenciado con características de fibrosarcoma de mama. En casi todos los tumores 
las células adoptaron un patrón dispuesto en fascículos de células fusiformes con 
extremos agudos y corrientes de grandes núcleos. En algunas otras áreas del tumor las 
células eran poliédricas con citoplasma acidófilo, núcleos angulares altamente 
pleomórficos también con grandes núcleos y numerosos nucléolos. El análisis de los 
cortes de tejido a un aumento de 40X demostró una alta actividad mitótica, a razón de 
más de 5 mitosis por campo, muchas de las cuales eran atípicas. Curiosamente, se 
encontraron células de mama epiteliales multinucleadas claramente anormales en los 
ductos mamarios. Mediante inmunohistoquímica se determinó una marcada positividad 
para vimentina y baja positividad para la proteína S100, antígeno sérico mamario 
(MSA) y para las citoqueratinas E1 y E3.  
En las muestras de tejido mamario de todos los grupos control de ambos 
experimentos in vivo, las cuales fueron analizadas en doble ciego, no se encontraron 
células tumorales por tinción de H&E (Fig. 40).  
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Figura 40: El tratamiento con oxalato generó en los ratones tumores muy agresivos 
e indiferenciados.  
Se muestran 4 cortes de tejidos teñidos con H&E representativos tanto de muestras de mamas 
normales provenientes de los controles (a y c) como de los tumores mamarios producidos por 
del tratamiento con oxalato (b y d). Los paneles e y f son ampliaciones de los rectángulos 
delimitados c y d respectivamente. En el panel f se muestran eventos mitóticos (puntas de 
flecha) y células epiteliales anormales del ducto de la mama (flecha). Barra de escala 50 µm. 
 
 
Por otro lado también se analizó por inmunohistoquímica varios cortes de tejidos de 
los tumores generados por el oxalato y de tejido mamario no tumoral para evaluar los 
niveles de expresión de c-Fos. Se observó que en el tejido tumoral había mayores 
niveles de expresión de la proteína c-Fos en relación a los tejidos controles no 
patológicos (Fig. 41a). Para confirmar este resultado estas mismas muestras se 
analizaron por RT-qPCR utilizando cebadores para el mRNA de c-Fos. El resultado 
obtenido mostró que los niveles de mRNA de c-Fos fueron notablemente mayores en las 
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Figura 41: El tejido tumoral mamario de los ratones expresa mayor cantidad de c-
Fos que el tejido mamario normal. 
(a) Cortes de tejido de tumor de mama (n=6) generados a partir del tratamiento con oxalato y 
cortes de tejido no tumoral (n=6) provenientes de ratones control fueron analizados por 
inmunohistoquímica. Se muestran dos imágenes representativas reveladas para un anticuerpo 
anti c-Fos (verde) y los mismos cortes con las marcas nucleares correspondientes a la señal de 
DAPI (azul). (b) El nivel de mRNA de c-fos fue cuantificado en muestras de tejido de mama 
tumoral (n=5) y no tumoral (n=5) por RT-qPCR. Como control interno se utilizó la expresión 
del gen Tbp. Se grafican las veces de cambio con respecto al control según el método 2 
–ΔΔCt
. 
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Discusión  
En este capítulo de la tesis se demostró por primera vez que el oxalato libre tiene la 
capacidad de inducir proliferación en líneas celulares mamarias como MCF-7 y MDA-
MB231. Además, este efecto mitogénico también se pudo comprobar en una línea 
celular de mama normal MCF-10A, en cuyo caso fue necesaria una exposición más 
prolongada al oxalato y la proliferación inducida por el mismo fue menor en 
comparación con las líneas tumorales. Si bien el efecto mitogénico en las células MCF-
10A fue menos marcado, su relevancia biológica no es menor ya que simula de mejor 
manera la génesis tumoral que ocurriría en un tejido sano.  
Apoyando estos resultados, todos los ratones que recibieron inyecciones con oxalato 
en la almohadilla grasa de la mama desarrollaron tumores, lo cual demuestra un 
marcado efecto carcinogénico de esta sustancia. Las soluciones de oxalato que se 
utilizaron en cada uno de los experimentos in vivo fueron diferentes. Como se explicó 
anteriormente, sin bien la concentración de oxalato total por dosis era la misma, la 
disponibilidad de oxalato libre al momento de la inyección fue mucho menor para el 
caso en el que se trató a los ratones con CaOx debido a la baja solubilidad de esta sal. 
Los ratones tratados con oxalato de potasio produjeron tumores en un período de tiempo 
mucho menor con respecto a los ratones tratados con CaOx. Esto establece una relación 
directa entre la cantidad de oxalato libre y la velocidad con la cual se generaron los 
tumores, reforzando la teoría de que el oxalato es un agente químico con capacidad de 
provocar tumores en el micro-medioambiente mamario. Es importante destacar que 
estos hallazgos son compatibles con los resultados de Morgan et al. 2012 [191] que 
demuestran que micro-cristales de CaOx no indujeron proliferación en células MCF-7 y 
MDA-MB231. En este trabajo se observa que sólo el oxalato libre en forma de ion tiene 
un potencial tumorigénico pero no así los cristales de CaOx.  
Otro resultado importante que se desprende de los experimentos in vitro es que el 
efecto mitogénico fue observado únicamente en células de origen mamario, ni células 
humanas epiteliales de riñón (HEK-293) ni células de fibroblasto de ratón (NIH-3T3) 
proliferaron cuando fueron tratadas con oxalato. Además este hecho tuvo una 
correlación in vivo ya que el oxalato generó tumores en los ratones solo cuando fue 
inyectado en tejido mamario y no cuando fue inyectado en el muslo, indicando que el 
oxalato no produce tumores en cualquier tipo de tejido. Si bien no se conoce si el 
oxalato es capaz de generar tumores en otro tipo de tejido diferente al tejido mamario, 
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las evidencias obtenidas hasta el momento apoyan fuertemente la hipótesis de que la 
capacidad carcinogénica del oxalato sería específica para este tejido, aunque es 
necesario realizar más experimentos con un rango más amplio de líneas celulares para 
confirmar esto.  
Por otro lado, el tipo de tumores que generaron los ratones tratados con oxalato en 
ambos experimentos fueron de un linaje indiferenciado altamente maligno con 
características de un fibrosarcoma de mama. También se observó un marcado 
incremento en la expresión de vimentina sumado a una baja expresión de citoqueratina 
lo que indica que el oxalato podría estar induciendo una transformación epitelio 
mesenquimal.  
Se pudo observar también que los ratones BALB/c inmunodeficientes (Nu/Nu) son 
más susceptibles al tratamiento con oxalato que los ratones BALB/c 
inmunocompetentes (BALB/c wt). Los ratones BALB/c wt tratados con oxalato bajo las 
mismas condiciones experimentales que los BALB/c nude no desarrollaron tumores a 
pesar de dejarlos en observación 6 meses más. Sólo se pudo observar una pequeña 
hinchazón en la zona de la inyección dentro de las primeras 24-48 h. Es evidente que el 
SI tiene un rol clave en la génesis tumoral, sugiriendo que el sistema de defensa del 
organismo estaría siendo suficiente para evitar la formación de un tumor palpable bajo 
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Conclusiones 
A partir de los resultados obtenidos en esta parte de la tesis es posible extraer 
importantes conclusiones. En principio podemos afirmar que el oxalato como ion libre 
tiene la capacidad de inducir proliferación en diferentes líneas celulares de mama 
tumorales, como las MCF-7 y MDA-MB231, y no tumorales como las MCF-10A en un 
amplio rango de concentraciones. También se observó una correlación positiva entre la 
tasa de proliferación y la concentración de oxalato libre presente en el medio, al menos 
hasta una concentración de 50 µM.  
Además fue posible determinar la capacidad carcinogénica del oxalato utilizando un 
modelo de ratones BALB/c inmunodeprimidos en donde se inyectó oxalato de manera 
periódica en la almohadilla de grasa de la mama. Llamativamente, el oxalato generó 
cáncer de mama con un 100 % de penetrancia y los tumores que se generaron fueron en 
todos los casos altamente agresivos e indiferenciados.  
El hecho de que el oxalato libre en forma de sal soluble sería el responsable de los 
efectos mitogénicos y tumorigénicos nos permite pensar que esta molécula podría estar 
activando directa o indirectamente vías de genes claves. En este sentido se determinó 
por primera vez que esta molécula es capaz de inducir la expresión del proto-oncogen c-
Fos en la línea celular de cáncer mama MCF-7. Previamente había sido reportado que el 
oxalato tiene la capacidad de producir cambios en los niveles de expresión de una gran 
cantidad de genes en una línea celular humana de riñón [201].  
El mecanismo por el cual el oxalato ejerce su acción sobre las células mamarias no se 
conoce en absoluto y aunque los resultados aquí mostrados son un pequeño avance en 
este sentido, más estudios para tratar de dilucidar las vías de señalización involucradas 
en este proceso son necesarios. Es esperable que si se logra reducir la acumulación del 
oxalato en el tejido mamario o su acción carcinogénica esto tenga un impacto directo en 
reducir la incidencia de cáncer de mama o al menos en disminuir el grado de 
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Conclusiones generales sobre el micro-medioambiente 
tumoral 
En las últimas décadas se ha obtenido una vasta cantidad de evidencia la cual indica 
que un tumor no se circunscribe solamente a células neoplásicas que han perdido la 
capacidad de controlar su tasa de división, sino que parte importante de un tumor está 
conformado por el estroma circundante. La mayoría de los tumores, por no decir todos, 
presentan algún tipo de alteración en su estroma. Muchos estudios han mostrado 
alteraciones epigenéticas que llevan a una expresión génica aberrante de las células 
estromales [12, 213, 214]. El estroma de un tumor se compone por los vasos 
sanguíneos, la matriz extracelular y otras células no malignas como fibroblastos, 
macrófagos, células dendríticas y linfocitos. Se ha demostrado una activa y compleja 
interacción entre las células neoplásicas y los diferentes componentes del estroma que 
dan origen al micro-medioambiente tumoral. La importancia del micro-medioambiente 
tumoral es tal que es considerado un elemento crítico en el desarrollo y progresión de un 
tumor. El impacto que tiene el micro-medioambiente sobre la evolución de un tumor es 
tan importante que en muchos casos ha podido ser utilizado como elemento diagnóstico. 
Por ejemplo, comparando la expresión génica del estroma en pacientes de cáncer de 
mama se encontraron 26 genes relacionados con hipoxia y angiogénesis con los cuales 
se pudo pronosticar la evolución clínica de los pacientes [13]. 
En diferentes trabajos se ha visto que cada uno de los componentes del estroma tiene 
la capacidad de influir en el micro-medioambiente tumoral. En este sentido el aporte de 
las células del SI es preponderante. En general las células dendríticas, los linfocitos T 
CD8+, células asesinas naturales (NK), linfocitos T colaboradores 1 (Th1) y macrófagos 
M1 tienen un efecto antitumoral [28, 34]. Por otro lado, células como linfocitos T 
cooperadores 2 (Th2), T cooperadores 17 (Th17), T reguladores (Treg), macrófagos M2 
y linfocitos B ejercen un efecto protumoral principalmente [29, 31, 32, 38, 42]. El 
impacto que tienen las células del SI sobre la evolución tumoral se ha debatido por 
décadas. Al presente se puede decir que estas células cumplen un rol dual, con la 
capacidad de eliminar las células neoplásicas o promover su crecimiento dependiendo 
del resultado del complejo sistema de señales del micro-medioambiente. Muchos 
concuerdan con que el micro-medioambiente de un tumor se asemeja al de una 
inflamación crónica, como el de una herida en proceso de sanación. En concordancia 
con esto numerosos estudios han relacionado diferentes citocinas proinflamatorias como 
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IL-6 con la promoción y metástasis en cáncer de mama [215].  
En esta tesis se describe el mecanismo por el cual el micro-medioambiente formado 
por la interacción entre células de cáncer de mama ERα+ con macrófagos 
condicionados conlleva a la resistencia de las células tumorales al tratamiento con 
tamoxifeno o ICI 182,780, ambos inhibidores del receptor de estrógenos. También se 
muestra cómo la presencia de oxalato libre en el micro-medioambiente de células 
epiteliales de mama de forma crónica tiene la capacidad de inducir proliferación y 
tumores altamente agresivos en un modelo in vivo. En muchos otros casos también se ha 
reportado la influencia que tiene el micro-medioambiente tumoral sobre la evolución de 
la enfermedad y en cuanto al desarrollo de resistencia al tratamiento con diferentes 
drogas. Por ejemplo, el bloqueo de la vía de NF-kB en células mesenquimales 
estromales de médula ósea redujo la resistencia al tratamiento con una droga específica 
en células de leucemia tanto in vivo como in vitro [216]. Otro ejemplo es que la 
inhibición de MCP-1 en el micro-medioambiente de tumores de próstata conlleva a la 
disminución de metástasis en un modelo en ratón [217]. Finalmente podemos 
mencionar que la inhibición de la vía de Notch en fibroblastos suprime el efecto 
protector a la radioterapia en tumores de xenoinjerto en un modelo de ratón [218].  
Ejemplos como estos demuestran que los tratamientos antitumorales no deberían ser 
dirigidos solamente contra las células neoplásicas malignas sino también contra el 
micro-medioambiente con el objetivo de mejorar el resultado de las terapias. Una 
ventaja con respecto a esto es que las células estromales por lo general presentan 
estabilidad genómica y por tanto es menos probable que desarrollen resistencia a los 
tratamientos. Por otro lado el riesgo latente en este tipo de estrategia terapéutica es el de 
producir efectos colaterales no deseados debido a la posible disrupción del adecuado 
equilibrio homeostático. Se hipotetiza que el desarrollo de estrategias terapéuticas que 
logren romper la interacción entre las células neoplásicas con determinados 
componentes del estroma podría modificar el micro-medioambiente en el cual las 
células tumorales se ven favorecidas. Para lograr esto es necesario conocer los 
mecanismos moleculares a través de los cuales las células neoplásicas logran adquirir 
ventaja frente al propio SI y resistencia a las terapias antitumorales.   
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Materiales y métodos 
Capítulo 1 
Cultivos celulares  
Las células MCF-7, T-47D, ZR-75-1, BT-474, SK-BR3, MDA-MB231, HS 578T y 
HCC1395 adquiridas de ATCC-Bethesda, MD, USA fueron mantenidas en condiciones 
estándares de cultivo con ligeras modificaciones. Brevemente, las células se cultivaron 
en medio DMEM (Dulbecco`s modified Eagle Medium, Gibco) sin rojo fenol 
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Gibco) y antibiótico PSN 
(penicilina, estreptomicina y neomicina) 1X (ThermoFisher). Siempre que se necesitó 
sincronizar las células mediante arresto del ciclo celular, éste se realizó deprivando 
totalmente el medio de cultivo de FBS por 48 h. La línea monocítica THP-1 se mantuvo 
en medio DMEM suplementado con 0,05 mM de 2-mercaptoetanol, PSN 1X y 10 % de 
FBS. Por su parte los monocitos de la línea celular KG-1 fueron cultivados en DMEM 
suplementado con antibiótico penicilina, estreptomicina y neomicina (PSN) 1X y 20 % 
de FBS. Todas las células fueron mantenidas en una atmósfera controlada con 5 % de 
CO2 a 37 ºC. Las líneas celulares de mama fueron utilizadas hasta un número máximo 
de pasajes post descongelado no mayor a 12 ó 13 y las líneas monocíticas se utilizaron 
hasta el pasaje 5 o 6. Al momento de descongelar cada stock de células siempre se 
verificó que tengan un crecimiento y morfología normal. Además, se realizaron ensayos 
de Hoechst 33258 y PCR para descartar posibles contaminaciones con micoplasma 
[219, 220]. 
Transfección de células MCF-7 con los plásmidos que expresan IkBα-SR., ERαr o 
ERαr-S118A 
El gen que codifica para el IkBα mutado (S32A y S36A) llamado IkBα-SR se encuentra 
clonado en el vector pBabe-Puro-IKBalpha-mut en el sitio EcoRI, el cual fue un 
obsequio de William Hahn (Addgene plasmid # 15291). Por otro lado, el ADNc del 
ERαr y el ERαr mutado (S118A) fueron subclonados en el vector pIRESneo-FLAG/HA 
EYFP en el sitio EcoRI/BamHI. Este plásmido fue un obsequio de Thomas Tuschi 
(Addgene plasmid # 10825). 
Al momento de ser transfectadas las células MCF-7 se encontraban en un 60-70 % de 
confluencia en placas de 35 mm con 2 mL de medio de cultivo DMEM sin suero. Para 
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transfectar se utilizó el reactivo de transfección FuGENE 6 (Roche, cat # 11815091001) 
siguiendo el protocolo estándar. Brevemente, en un tubo estéril se colocaron 97 µL de 
DMEM sin suero ni factores, 6 µL del reactivo FuGENE y 1 µg de ADN plasmídico en 
este mismo orden. Esta mezcla se agitó vigorosamente unos segundos y se dejó reposar 
20 minutos a temperatura ambiente. Luego la misma se vertió en forma de goteo sobre 
las células MCF-7, se mezcló suavemente y se incubó 8 h en estufa. Pasado este tiempo 
se reemplazó el medio de cultivo por medio fresco.  
ARN pequeño de interferencia (siRNA) 
Las células MCF-7 fueron transfectadas con los siRNA de ON-TARGETplus-Smart 
Pool (Dharmacon, GE), el cual consiste en una mezcla de 3 siRNA como reactivos 
individuales. Cada uno de estos siRNA tiene como blanco el ERα (Cat # 003401), 
STAT3 (Cat # 003544), GP-130 (Cat # 005166) que es la sub-unidad del receptor IL-6. 
Se utilizó el reactivo de transfección de siRNA Xtreme-Gene (Roche) siguiendo el 
protocolo de fabricación con modificaciones menores. Se esperó 72 horas luego de la 
transfección antes de tratar las células según cada experimento para garantizar la baja en 
la expresión génica del gen blanco. 
Cultivo de macrófagos primarios humanos 
Los monocitos fueron obtenidos a partir de sangre entera de donantes sanos. En una 
primera etapa se aislaron las células mononucleares de baja densidad, principalmente 
monocitos y células mesenquimales estromales. Para ello se utilizó centrifugación en 
gradiente de Ficoll-paque Premium 1,073 g/mL (GE Healthcare) de acuerdo al 
protocolo estándar. De forma resumida, 2 mL de sangre entera tratada con 
anticoagulante (Heparina) se diluyó a la mitad con 2 mL de buffer isotónico (D-
glucosas 0,01 %, CaCl2 5 µM, MgCl2 98 µM, KCl 0,54 mM, Tris 14,5 mM y NaCl 126 
mM). Luego en un tubo estéril con 3 mL de Ficoll se colocó suavemente la sangre 
diluida para no romper la interfaz. Esto se centrifugó en centrífuga refrigerada (18 ºC) 
con rotor basculante a 400 g por 30 minutos sin el freno automático. Se tomó la capa de 
células mononucleares que queda entre la fase de Ficoll y la de plasma y se la transfirió 
a un nuevo tubo estéril donde se realizó un lavado con aproximadamente 6 mL de buffer 
isotónico. Las células se volvieron a centrifugar a 400 g por 15 minutos y se procedió a 
la purificación de los monocitos utilizando el kit EasySep Monocyte Enrichment 
(StemCell Technologies). Este kit se basa en la selección negativa de los monocitos 
Capítulo I  Materiales y métodos
 
Página | 101  
 
(CD14+), es decir que las células no deseadas son seleccionadas por una batería de 
anticuerpos unidos a partículas magnéticas y posteriormente eliminadas mediante el 
empleo de un potente imán. Luego los monocitos son plaqueados en medio RPMI 1640 
(GIBCO) al 65 % mas 15 % de Opti-MEM (GIBCO) suplementado con 10 % de FBS 
(GIBCO) y PSN 1X. Los monocitos se diferenciaron a macrófagos con 10 ng/mL de M-
CSF recombinante humano (ThermoFisher) y se colectaron las células adherentes luego 
de 3 o 5 días [141]. 
Diferenciación y condicionado de macrófagos 
Los monocitos primarios fueron diferenciados a macrófagos con 10 ng/mL de M-CSF 
recombinante humano como se detalla en el punto anterior. Los monocitos de las líneas 
KG-1 y THP-1 fueron inducidas a diferenciar mediante el protocolo adaptado de Marie 
Genin et al. (2015) [221] mediante el tratamiento con 50 ng/mL de forbol 12-miristrato 
13-acetato (PMA) por 48 horas. Luego se tomaron las células adherentes (macrófagos) 
para los experimentos posteriores. Una vez obtenidos los macrófagos, éstos se 
mantienen en estufa a 37 ºC y 5 % de CO2 en el mismo medio de cultivo utilizado con la 
línea monocítica de la cual provienen (ver en “Cultivos celulares”). El condicionado de 
los macrófagos se realiza mediante la adición de 1 ng/mL de TNF-α recombinante 
humano (ThermoFisher) al medio de cultivo. Luego los macrófagos son mantenidos en 
estufa por 6 horas y pasado este tiempo se les retira el medio, se lavan y se le vuelve a 
agregar medio fresco completo u otro medio según se detalla en cada experimento.  
Medio condicionado de macrófagos y co-cultivo 
Luego del condicionado de los macrófagos con TNF-α como se detalla en el punto 
anterior, los mismos son cultivados por 24 horas en medio de cultivo DMEM sin rojo 
fenol ni FBS. Luego de este tiempo se colecta el medio de cultivo sin despegar los 
macrófagos y se lo centrifuga a 300 g por 10 minutos a 4 ºC para retirar posibles restos 
de células. Por último, el medio es filtrado con una membrana de 0,22 µm, alicuotado y 
almacenado a -70 ºC. Para obtener medio condicionado de macrófagos co-cultivados 
con células MCF-7 el procedimiento es muy similar al anterior pero con algunas 
variantes. Primero, los monocitos son diferenciados a macrófagos sobre la membrana 
porosa de pocillos de inserción para placa de 35 mm. Los poros de esta membrana son 
de 0,4 µm de diámetro por lo que no pueden ser atravesados por los macrófagos pero si 
por los mediadores químicos y demás solutos presentes en el medio. Después de que los 
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macrófagos se adhieren a la membrana y son condicionados con TNF-α se transfiere el 
pocillo de inserción a otra placa que tiene células MCF-7 entre un 70 y 80 % de 
confluencia. De esta forma los macrófagos y células MCF-7 son cultivados juntos por 
24 horas también en DMEM sin rojo fenol ni FBS. Finalmente este medio se centrifuga, 
filtra y almacena como se explica arriba. 
Ensayos de proliferación 
Los ensayos de proliferación fueron realizados utilizando placas de 96 pocillos y 
pocillos de inserción estilo Boyden con membrana porosa. El tamaño de los poros 
utilizados fue de 0,4 µm lo cual evita el paso de una célula hacia el pocillo de abajo pero 
permite la circulación de todos los solutos y mediadores químicos. Se sembraron 4000 
células tumorales de mama en el pocillo inferior y en el pocillo superior se colocaron 
macrófagos condicionados con TNF-α o nada según se detalla en cada caso. La 
proliferación de las células de mama se cuantificó luego de 72 horas de cultivo 
utilizando el reactivo CyQuant (Molecular Probes) siguiendo el protocolo estándar. Este 
reactivo se une al ADN y emite fluorescencia la cual es directamente proporcional a la 
cantidad de ADN y por lo tanto directamente proporcional al número de células. Para 
ello se hicieron curvas de calibración con las diferentes líneas celulares relacionando 
intensidad de señal y cantidad de células. 
Ensayo de formación de colonias 
El ensayo de formación de colonias en agar blando se realizó según un protocolo 
adaptado del de Kakuguchi et al. (2010). De forma resumida, para la capa inferior se 
preparó una solución de DMEM sin rojo fenol con 0,75 % p/v de agar más el factor de 
cada condición según se aclara en la figura. Se colocó 1,5 mL en cada pocillo de una 
placa de 6 pocillos y se dejó endurecer 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se 
preparó la capa superior que consiste en DMEM sin rojo fenol con agar al 0,36 % p/v 
más el respectivo factor de crecimiento o droga del tratamiento, también se colocó 1,5 
mL en cada pocillo. Esta capa superior es la que contiene las células MCF-7 a una 
densidad de 1 x 10
4
 células/mL y en los casos de co-cultivo con macrófagos se 
adicionaron monocitos KG-1 hasta una densidad de 3 x 10
3
 células/mL. La capa 
superior se dejó endurecer a temperatura ambiente por 30 minutos y se agregó la última 
capa de alimentación que consiste en 100 µL de medio de igual composición a la capa 
superior pero sin agar lo cual previene la evaporación. Luego la placa se llevó a estufa 
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para su cultivo durante 21 días a 37 ºC y 5 % de CO2 donde la capa de alimentación se 
renovó cada 2 días. Para la cuantificación del experimento se tomó una imagen de la 
placa con un escáner y se contó el número de colonias formadas con el software libre 
ImageJ. 
Ensayo de migración 
La migración se evaluó utilizando pocillos de inserción estilo Boyden en placas de 24 
pocillos. En este caso los poros de la membrana del pocillo de inserción tienen un 
diámetro de 8 µm. Las células MCF-7 fueron previamente teñidas con el fluoróforo 
CellTrace Calcein Red-Orange (AM). Para ello se retiró el medio de cultivo se realizó 
un lavado con PBS y luego se agregó el volumen necesario del fluoróforo 1x para cubrir 
toda la placa. Se incubó 30 minutos a 37 ºC en estufa con 5 % de CO2 y luego se extrajo 
el medio y se hicieron 3 lavados con PBS para eliminar todo el fluoróforo que no 
ingresó a las células. Las células MCF-7 fluorescentes fueron despegadas con tripsina 
0,25 % y resuspendidas a una densidad de 1 x 10
6
 células/mL en medio DMEM sin rojo 
fenol. Se colocaron 100 µL de esta suspensión sobre la membrana del pocillo de 
inserción y se dejó 10 minutos en estufa para que las células MCF-7 se depositen en el 
fondo del pocillo. Luego se colocó en el pocillo inferior medio de cultivo, el cual 
contiene los diferentes factores según cada condición, hasta un volumen que le permite 
hacer contacto con el pocillo superior (~600 µL). En los casos en los cuales se realizó 
co-cultivo con macrófagos, 4 x 10
4
 monocitos KG-1 fueron diferenciados con PMA en 
el pocillo inferior y luego condicionados con TNF-α por 6 horas antes de colocar el 
pocillo de inserción. Luego de 48 horas de cultivo en estufa se retiraron los pocillos de 
inserción y se cuantificó la fluorescencia mediante un fluorómetro de placas. Se 
estableció como el 100 % de migración a una intensidad de fluorescencia igual a la que 
se obtiene al sembrar 1 x 10
5
 células marcadas directamente en el pocillo inferior. 
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 
El ARN total se extrajo de las líneas celulares empleando RNeasy Mni Kit (Quiagen). 
Un microgramo de ARN total fue retro-transcripto a ADNc utilizando el sistema de 
síntesis de primera cadena SuperScript III (Invitrogen). Se utilizaron cebadores 
específicos Taqman (validados) que fueron adquiridos de Applied Biosystems, se 
emplearon cebadores con IDs NM_00000. Las reacciones en tiempo real se realizaron 
empleando el equipo ABI 7500 Sequence Detection System y el análisis de los 
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resultados se llevó a cabo con el software v1.4. La expresión relativa de los genes fue 
calculada utilizando el método 2
-ΔΔCt
 y el ΔΔCT fue obtenido utilizando el gen 18S 
como control interno. Cada muestra fue analizada por cuadruplicado. 
 
Tabla de cebadores TaqMan utilizados 
Gen Especie Código Dye Amplicón 
stat3 Humano Hs00374280_m1 FAM-MGB 70 
ciclina D1 Humano Hs00765553_m1 FAM-MGB 57 
c-Myc Humano Hs00153408_m1 FAM-MGB 107 
IL-6 Humano Hs00174131_m1 FAM-MGB 95 
MCP-1 (CCL-2) Humano Hs00234140_m1 FAM-MGB 101 
Rantes (CCL-5) Humano Hs00982282_m1 FAM-MGB 70 
ER-alpha (ESR1) Humano Hs01046816_m1 FAM-MGB 65 
RNA Ribosomal 18S Humano Hs03928990_g1 FAM-MGB 61 
 
Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
El ensayo de inmunoprecipitación de cromatina se realizó con el kit de Millipore (Cat # 
17-295) siguiendo el protocolo de manufactura con algunas modificaciones menores. 
Todos los buffers utilizados fueron de Millipore. Para cada condición se utilizaron 3 x 
10
6
 células, las cuales fueron sincronizadas por dos días de arresto en DMEM sin rojo 
fenol suplementado con 0,2 % de FBS (Gibco) tratado con carbón activado (Sigma). 
Este tratamiento sobre el FBS elimina las hormonas esteroideas para que no interfieran 
en el ensayo. Luego del arresto las células fueron tratadas con α-amanitina 2,5 nM por 
dos horas lo cual bloquea la transcripción de las RNA polimerasas, especialmente la Pol 
II. Acto seguido las células de cada condición fueron tratadas por otras dos horas con 
estradiol 1 µM, TNF-α 1 ng/mL, tamoxifeno 1 µM, ICI 182,780 1 µM o con las 
combinaciones respectivas que se detallan en cada figura. En los casos del co-cultivo 
con macrófagos, éstos fueron diferenciados a partir de monocitos KG-1 en un pocillo de 
inserción con membrana semi-permeable (tamaño de poro de 0,4 µm), condicionados 
con TNF-α (ver arriba “Diferenciación y condicionado de macrófagos”) y finalmente 
colocados junto con las células MCF-7 después del tratamiento con α-amanitina. El 
paso siguiente fue tratar las células con formaldehido 1,5 % por 10 minutos a 
temperatura ambiente, este proceso une las proteínas al ADN. Las células fueron 
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lavadas con PBS frío suplementado con inhibidor de proteasa, colectadas de forma 
mecánica en un tubo de 1,5 mL estéril y luego centrifugadas por 5 minutos a 2000 g a 4 
ºC. El pellet fue resuspendido en 500 µL de buffer de lisis e incubado por 10 minutos a 
4 ºC. Luego, este homogenato fue sonicado en hielo por un minuto tres veces para 
romper el ADN empleando el sonicador Microson XL 2000 en nivel cuatro (10-11 
watts). El homogenato se centrifuga a 13000 g por 10 minutos a 4 ºC y se toma el 
sobrenadante el cual se diluye 10 veces en buffer para inmunoprecipitación (IP), 50 µL 
de ésta fracción fue reservada para usar como control de carga de la muestra. Antes de 
la inmunoprecipitación con los anticuerpos específicos la muestra se incubó por 30 
minutos a 4 ºC y agitación con 150 µL de una mezcla de esperma de salmón/proteína A-
sefarosa (que contiene 30 µg de esperma de salmón sonicado, 75 µg de BSA y 225 µg 
de proteína A sefarosa). Luego la muestra fue centrifugada y el sobrenadante es 
incubado toda la noche con los anticuerpos específicos (ver tabla abajo) con rotación a 4 
ºC, se empleó como control negativo un anticuerpo policlonal anti IgG hecho en conejo 
(abcam, Cat # ab171870). Los anticuerpos fueron unidos a la sefarosa mediante el kit 
Pierce (Thermo-Fisher, cat # 44990). Los complejos ADN-proteína fueron recuperados 
incubando con 120 µL de la mezcla esperma de salmón/proteína A-sefarosa por 3 horas 
a 4 ºC y rotación. Las muestras se centrifugaron suavemente (70 g) y el pellet fue 
lavado de forma seriada utilizando 300 µL de los buffers de lavado 1, 2 y 3. Finalmente 
se lavó dos veces con el buffer TE (250 mM Tris-HCl a pH 8, 5 mM EDTA). Los 
complejos precipitados fueron separados de las esferas de sefarosa realizando tres 
incubados secuenciales de 10 minutos con 50 µL de SDS 1 % en bicarbonato de sodio 
0.1 M. Luego la unión entre las proteínas y el ADN producida por el formaldehido fue 
revertida incubando las muestras a 65 ºC toda la noche. Finalmente, el ADN fue 
purificado usando columnas Qiaquick (Qiagen) y se procedió al subsecuente análisis 
por RT-qPCR utilizando 1 µL del control de carga y 3 µL de la inmunoprecipitación 
procediendo como se describe en el apartado “PCR cuantitativa en tiempo real”. Los 
cebadores fueron diseñados con el programa File Builder v3.1 (AppliedBiosystem) de 
acuerdo a los sitios de unión de los promotores de los genes de ciclina D1 y c-Myc 
descriptos previamente por Nettles KW et al. y Nakshatri et al. [133, 134]. Los 
resultados obtenidos en este caso fueron calculados por el método veces de 
enriquecimiento con respecto al mock (IgG) mediante la fórmula 2
-(ΔCt)
 donde ΔCt es 
Ctmock - Ctmuestra. 
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Tabla de anticuerpos usados para la IP 
Nombre Origen Dilución Empresa Cat # 
ER alpha (HC-20) Conejo pAc* 1:100 Santa Cruz sc-543 
NFkB p65 (F-6) Ratón mAc
♦
 1:100 Santa Cruz sc-8008 
Stat3 (C-20) Conejo pAc 1:100 Santa Cruz sc-482 
IgG Conejo pAc 1 ug/mL Abcam ab171870 
Histona H3 (tri methyl K4) Conejo pAc 1 ug/mL Abcam ab8580 
RNA Polimerasa II 
(8WG16) 
Ratón pAc 1:100 Millipore 05-952 
NCoR Conejo pAc 1 ug/mL Abcam ab24552 
CBP Conejo pAc 1 ug/mL ThermoFisher PA5-27369 
KAT13A/SRC1 Conejo pAc 1 ug/mL Abcam ab2859 
* pAc: Anticuerpo policlonal. ♦ mAc: Anticuerpo monoclonal. 
Cebadores TaqMan 
GEN Especie 
Sitio de unión de NF-kB contenido 















Determinación de IL-6 y TNF-α en el medio de cultivo 
La concentración de IL-6 y TNF-α en el medio de cultivo se cuantificó mediante 
ensayos de ELISA Ready-Set-Go eBioscience (Cat·# 88-7066 y 88-7346 
respectivamente) siguiendo el protocolo estándar. Brevemente, se colocaron 100 µL de 
anticuerpo de captura en cada pocillo y se incuba toda la noche a 4 ºC, luego se lava 
cada pocillo 5 veces con 250 µL de buffer de lavado (0,05 % tween-20 en PBS 1X). 
Después de esto se incuban los pocillos con 200 µL de buffer de bloqueo 1 h y se 
vuelven a realizar 5 lavados con buffer de lavado. Hecho esto se colocan 100 µL de las 
muestras a medir y de las diluciones correspondientes de la solución estándar para 
realizar la curva de calibración incubando 2 h a temperatura ambiente. Luego se 
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efectúan nuevamente 5 lavados con el buffer correspondiente antes de incubar 1h con 
100 µL del anticuerpo de detección a temperatura ambiente. Posteriormente se realizan 
otros 5 lavados, se agrega a cada pocillo 100 µL de avidina-HRP 1X y se incuba 30 
minutos a temperatura ambiente. Luego se realizan 7 lavados antes de agregar 100 µL 
de la solución substrato tetrametilbencidina (TMB) a cada pocillo e incubar 15 minutos. 
Finalmente se agrega 50 µL de la solución Stop a cada pocillo y se lee la absorbancia a 
450 nm.  
Determinación de IL-6 en muestras de tejido 
La concentración de IL-6 fue determinada mediante el “Human IL-6 ELISA Kit” 
(Invitrogen Cat # KHC0061) siguiendo el protocolo estándar. Brevemente, las muestras 
fueron mantenidas a -80 ºC hasta el experimento. Se tomó una porción de tejido de 
aproximadamente 100 mg y se homogeneizó en un homogeneizador Dounce con 500 
µL de buffer de lisis (10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 
EGTA, 1% Tritón X-100, 1 mM NaF, 20 mM pirofosfato de sodio, 2 mM Na3Vo4, 10 % 
glicerol, 0.1% SDS y 0,5 % deoxicolato) enfriado con hielo más 1 mM de PMSF 
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y cocktail de inhibidor de proteasa y luego se sonicó a 
30 KHz durante 10 segundos dos veces manteniendo la muestra siempre en hielo. 
Luego el lisado se incubó en hielo 30 minutos agitando vigorosamente cada 10 minutos. 
Después de este paso las muestras fueron centrifugadas a 13.000 g por 10 minutos a 4 
ºC y se recuperó el sobrenadante. Las muestras fueron diluidas 1:10 o 1:100, se tomaron 
100 µL de cada muestra y se colocaron en los pocillos correspondientes junto con 50 µL 
de anticuerpo anti IL-6 conjugado a biotina excepto en el blanco y se incubó 2 h a 
temperatura ambiente. Luego se hicieron 4 lavados y se agregó 100 µL de solución 1X 
de estreptavidina conjugada con la peroxidasa de rabanito (HRP) excepto en el blanco y 
se incubó 30 minutos a temperatura ambiente. Se hicieron 4 lavados nuevamente, se 
agregó 100 µL del estabilizador de cromógeno tetrametilbencidina (TMB) y se incubó 
30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente se agregó 100 µL de 
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Determinación de p-STAT3 y p-ERK-1  
La concentración de p-STAT3 y p-ERK-1 fue determinada mediante PathScan 
Phospho-STAT3 (Tyr 705) Sandwich ELISA (Cat # 7146, Cell Signaling) y PathScan 
Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) Sandwich ELISA (Cat # 7177, Cell 
Signaling) respectivamente siguiendo el protocolo del fabricante.  
Anticuerpos utilizados: 
Para la determinación de p-STAT3, se utilizó un anticuerpo de captura anti STAT3 
(origen conejo), un anticuerpo de detección anti p-STAT3 (Tyr 705) (origen ratón) y un 
anticuerpo secundario anti IgG de ratón conjugado a HRP. 
Para la determinación de p-ERK-1 (p44-MAPK), se utilizó un anticuerpo de captura 
anti p-44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (origen conejo), un anticuerpo de detección anti 
p-44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (origen ratón) y un anticuerpo secundario anti IgG de 
ratón conjugado a HRP. 
Protocolo: 
Preparación de lisados celulares para células adherentes: Retirar el medio y enjuagar las 
células una vez con PBS helado. Agregar 0,5 mL de buffer de lisis celular (20 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2,5 mM 
pirofosfato de sodio, 1 mM glicerofosfato-beta, 1 mM Na3VO4, 1 µg/ml leupeptin) frío 
más 1 mM de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) a cada placa (10 cm de diámetro) 
e incubar la placa en hielo durante 5 min. Raspar las células de la placa, sonicar el 
lisados en hielo y luego centrifugar durante 10 minutos (x14,000 rpm) a 4 °C y 
transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. Almacenar a -80 ° C en alícuotas de un solo 
uso. 
Recubrimiento del pocillo: Enjuagar la placa de 96 pocillos con 200 μl de dH2O y 
descartar el líquido. Diluir el anticuerpo de captura 1:100 en PBS 1X, mezclar bien y 
agregar 100 μl por pocillo. Cubrir la placa e incubar durante la noche a 4 ° C (17-20 h). 
Lavado: Desechar el contenido de la placa en un receptáculo. Lavar cuatro veces con 
buffer de lavado (PBS 1X, 0,05 % Tween 20), 200 μl cada vez por pocillo. Evitar que 
los pocillos no se sequen por completo en ningún momento. 
Bloqueo de la placa: Añadir 150 μl de buffer de bloqueo (PBS 1X, 0,05 % Tween 20, 1 
% albúmina de suero bovino-BSA) por pocillo, cubrir la placa e incubar a 37 °C durante 
2 h. Después del bloqueo, lavar la placa como se indica en “Lavado”.  
Análisis de la muestra: Los lisados se pueden usar sin diluir o diluidos en buffer de 
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bloqueo. Se añaden 100 μl de lisado por pocillo. Cubrir la placa e incubar a 37 °C 
durante 2 horas. Lavar la placa como en “Lavado”. Diluir el anticuerpo de detección 
1:100 en buffer de bloqueo. Agregar 100 μl por pocillo. Cubrir la placa e incubar a 37 ° 
C durante 1 hora. Lavar nuevamente la placa como en “Lavado”. El anticuerpo 
secundario, ya sea estreptavidina anti-ratón o anti-conejo-HRP, se diluye 1:1000 en 
buffer de bloqueo. Agregar 100 μl por pocillo, cubrir e incubar a 37 ° C durante 30 min. 
Lavar nuevamente la placa como en “Lavado”. Agregar 100 μl de sustrato de 
peroxidasa de rabanito (HRP) tetrametilbencidina (TMB) por pocillo, cubrir e incubar a 
37 °C durante 10 min. Finalmente agregar 100 μl de solución STOP (ácido sulfúrico 
2N) por pocillo y agitar suavemente por unos segundos. 
Determinación espectrofotométrica: limpiar la parte inferior de los pozos con un paño 
sin pelusa y leer la absorbancia a 450 nm dentro de los 30 minutos después de agregar la 
solución STOP.  
Determinación de p-ERα (S118) por ELISA 
La concentración de p-ERα (S118) se determinó mediante el kit Mouse/Human 
Phospho-ER Alpha / Estrogen Receptor (Ser118) ELISA Kit (Cell-Based 
Phosphorylation ELISA) (LSBio Cat # LS-F1503). 
Protocolo: 
Preparación de las células: Sembrar 200 μl de 20,000 células adherentes en medio de 
cultivo en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Incubar las células durante la noche 
a 37 °C, 5% de CO2. Luego las células son tratadas según cada experimento. Retirar el 
medio de cultivo y enjuagar con 200 μl de buffer TBS 1x (100 mMTris-HCl pH 7,6, 
150 mM NaCl, 0,05 % tween 20), dos veces. 
Fijado de las células: incubar con 100 μl de solución de fijación (Formaldehído 4% en 
TBS) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Retirar la solución de fijación y lavar 
la placa 3 veces con 200 μl de buffer de lavado (TBS 1X, 0,05 % Tween 20) durante 
cinco minutos cada vez (Lavado). La placa se puede almacenar a 4 °C por una semana. 
Bloqueado de las células: Agregar 100 μl de buffer de extinción e incube durante 20 
minutos a temperatura ambiente para eliminar cualquier peroxidasa endógena. Lavar 
como en el paso anterior “Lavado”. Luego Agregar 200 μl de buffer de bloqueo (TBS 
1X, 0,05 % Tween 20, 1 % albúmina de suero bovino-BSA) e incubar durante 1 h a 
temperatura ambiente. Lavar como en “Lavado”. 
Análisis de las células: Agregar 50 μl de anticuerpos primarios 1x anti ER-α (Phospho-
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Ser118), o Anticuerpo Anti-GAPDH como control interno a los pocillos 
correspondientes, cubrir con Parafilm e incubar durante 16 horas (toda la noche) a 4 °C.  
Lavar como en “Lavado”. Luego agregar 50 μl de anticuerpos secundarios anti IgG de 
conejo o anti IgG de ratón conjugado con HRP (peroxidasa de rabanito) a los pocillos 
correspondientes e incubar durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Nota: Agregar 
Anticuerpo IgG anti-conejo conjugado con HRP en los pocillos incubados con 
anticuerpo anti-ER-α (Phospho-Ser118) (policlonal, origen conejo) y agregar anticuerpo 
IgG anti-ratón conjugado con HRP a los pocillos incubado con anticuerpo Anti-GAPDH 
(monoclonal, origen ratón). 
Determinación espectrofotométrica: Lavar como en “Lavado”. Agregar 50 μl de 
sustrato de HRP TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) listo para usar a cada pocillo e 
incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad con agitación suave. 
Luego agregar 50 μl de solución STOP (ácido sulfúrico 2N) a cada pocillo y leer OD a 
450 nm usando inmediatamente el lector de microplacas.  
Array de anticuerpos 
El análisis global de los niveles de citocinas, factores de crecimiento y quimiocinas fue 
evaluado mediante una matriz de anticuerpos (RayBio Human Cytokine Antibody 
Array 5) y cuantificado utilizando el programa libre ImageJ. 
Protocolo del ensayo 
  
1. Bloqueo: con solución de bloqueo incubar durante 30 minutos a temperatura 
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ambiente. 
2. Incubado de la muestra: Pipetear 1 mL de muestra sin diluir en cada pocillo e incubar 
3 horas a temperatura ambiente. 
3. Primer lavado: Pipetear 2 mL del buffer de lavado I en cada pocillo e incubar durante 
5 minutos a temperatura ambiente. Repetir esto 2 veces más para un total de 3 lavados. 
Pipetear 2 mL del buffer de lavado II en cada pocillo e incubar durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. Repetir esto 1 vez más para un total de 2 lavados.  
4. Incubado con el cóctel de anticuerpos biotinilados: Pipetear 1 mL del cóctel de 
anticuerpos biotinilados preparado en cada pocillo e incubar durante 2 horas a 
temperatura ambiente o durante la noche a 4 °C. 
5. Segundo lavado: Lavar las membranas como se indica en el paso 3. 
6. Incubado con HRP-Estreptavidina: Pipetear 2 mL de HRP-estreptavidina en cada 
pocillo e incubar durante 2 h a temperatura ambiente o durante la noche a 4 °C. 
7. Tercer lavado: Lavar las membranas como se indica en el paso 3. 
8. Detección de quimioluminiscencia: Transferir las membranas, con la cara impresa 
hacia arriba, sobre una hoja de papel de cromatografía, papel de seda o papel secante 
sobre una superficie plana. Eliminar cualquier exceso de buffer de lavado tocando los 
bordes de la membrana con otra hoja de papel. Transferir las membranas, con la cara 
impresa hacia arriba, sobre una lámina de plástico sobre una superficie plana. En un 
solo tubo limpio, pipetear volúmenes iguales (1:1) del buffer de detección C y el Buffer 
de Detección D. Mezclar bien con una pipeta. EJEMPLO: 250 μL de tampón de 
detección C + 250 μl de tampón de detección D = 500 μL (suficiente para 1 membrana). 
Con cuidado, pipetear 500 μL de la mezcla del buffer de detección en cada membrana e 
incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente sin agitar. 
NOTA: idealmente, este paso debe completarse dentro de 10-15 minutos ya que las 
señales de quimioluminiscencia se desvanecerán con el tiempo.  
Coloque otra lámina de plástico en la parte superior de las membranas comenzando en 
un extremo y "balanceando" suavemente la lámina de plástico flexible sobre la 
superficie hasta el extremo opuesto eliminando cualquier burbuja de aire. Transferir las 
membranas al sistema de obtención de imágenes de quimioluminiscencia y exponer. 
9. Controles internos: 
Control positivo: Pocillo con cantidad controlada de anticuerpo biotinilado impreso en 
la matriz. Usado para la normalización y para orientar las matrices. 
Puntos de control negativos: Pocillos sin anticuerpos. Usado para determinar el nivel de 
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unión no específica de las muestras. 
Puntos en blanco: nada está impreso aquí. Usado para medir el fondo. 
10. Análisis de datos:  
Una vez que se extraen los datos de densitometría numérica sin procesar, el fondo debe 
restarse y los datos deben normalizarse a las señales de los Controles positivos para su 
análisis. 
Resta del fondo: Si el fondo es bastante uniforme en toda la membrana, los puntos de 
control negativo y los puntos en blanco deben ser similares. 
Normalización de control positivo: la cantidad de anticuerpo biotinilado impreso para 
cada Punto de control positivo es consistente de una matriz a otra. Como tal, la 
intensidad de estas señales de control positivo se puede utilizar para normalizar las 
señales y comparar los resultados en múltiples matrices. 
Experimento in vivo con ratones 
Todos los estudios y procedimientos realizados en los ratones fueron supervisados por 
el Departamento de Química Biológica de la Facultad de Ciencias Químicas de Córdoba 
y fueron hechos en concordancia con los protocolos aprobados por el Comité 
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) 
(http://www.fcq.unc.edu.ar/cicual). Los ratones hembra Nude (o desnudos) (Crl: 
NU/NU-Foxn1
nu
) fueron comprados a la Cátedra de Animales de Laboratorio y 
Bioterio. Facultad de Ciencias Veterinarias de la Facultad de la Plata con 3 semanas de 
edad. Estos ratones fueron criados en condiciones adecuadas libre de patógenos en un 
ambiente con aire filtrado. El lecho de marlo molido autoclavado se cambió 
semanalmente. La comida de los animales fue esterilizada por UV y el agua 
autoclavada. Para formar los tumores de xenoinjerto las células de cáncer de mama 
humanas fueron inyectadas solas o junto con monocitos en una relación 3:1 en una 
solución 1:1 de PBS y Matrigel (Becton Dickinson). La solución de células y Matrigel 
fue inyectada en el flanco trasero derecho de los animales de forma subcutánea y el 
volumen total inyectado fue de 50 µL. Un día antes de inyectar las células, a todos los 
ratones se les colocó una cápsula subcutánea de liberación lenta de estradiol de 0,72 
mg/60 días (Innovative Research of America). Los tumores crecieron de forma libre sin 
ningún tipo de intervención hasta que alcanzaron un volumen entre 450 y 500 mm
3
 
punto en el cual se comenzó con los diferentes tratamientos. El volumen de los tumores 
se midió cada 4 o 5 días (según se aclara en cada experimento) utilizando un calibre 
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digital de precisión. Para calcular el volumen se realizaron dos medidas, una del 
diámetro más largo (L) y otra del diámetro más corto (S) y el volumen en mm
3
 se 
obtuvo aplicando la fórmula 
𝜋
6
 ×  𝐿 × 𝑆2.  
SDS-PAGE y Western Blot 
La corrida electroforética se realizó utilizando geles de poliacrilamida al 12 % en 
condiciones desnaturalizantes. Se siguió el mismo protocolo básico detallado en “SDS-
PAGE y Western Blot del capítulo 2”. En el caso de analizar proteínas fosforiladas al 
preparar los homogenatos se adicionó un inhibidor de fosfatasa (PhosStop, Roche) 
además del inhibidor de proteasa y el bloqueo de la membrana antes del incubado con 
los anticuerpos primarios se realiza con BSA al 5 % en PBS o con SuperBlock T20 
(ThermoFisher) y no con leche descremada. Se usaron anticuerpos primarios contra 
ERα (Cell Signaling Cat # 2512), Fosfo-S118 ERα (Abcam Cat # ab32396). Los 
anticuerpos secundarios utilizados fueron producidos en cabra contra conejo o ratón y 
biotilinados. Como forma de revelado se utilizó peroxidasa de rabanito (HRP) 
conjugada a estreptavidina (GE Healthcare cat # RPN1231) y ECL plus (GE 
Healthcare) siguiendo el protocolo normal sin modificaciones. 
 
Tabla de anticuerpos utilizados 
Primarios     
Nombre Origen Dilución Empresa Cat # 
ER alpha (62A3) Ratón mAc
♦
 1:1000 Cell Signaling 2512 
p-ER-alpha S118 Conejo mAc 1:1000 Abcam ab32396 
Receptor IL-6 (B-R6) Ratón mAc 1 ug/mL ThermoFisher AHR0061 
Secundarios     
Nombre Origen Dilución Empresa Cat # 
Anti conejo-biotina Cabra 1:20000 ThermoFisher 31820 
Anti ratón-biotina Cabra 1:20000 ThermoFisher 31800 
Estreptavidina-HRP  1:50000 Sigma GERPN1231 
♦ mAc: Anticuerpo monoclonal. 
Análisis estadístico 
Los datos en los gráficos de este trabajo de tesis son presentados como el promedio de 
las mediciones con su respectivo error estándar de la media (SEM). En general se 
hicieron un mínimo de tres experimentos independientes. El número específico de la 
cantidad de datos utilizados para la estadística se especifica en la leyenda de cada figura 
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junto con el tipo de análisis implementado. En el caso de los resultados de RT-qPCR, 
fueron tomados como significativos aquellos valores que su log2 lograban superar el 
valor absoluto de 0.15 y se procedió con el análisis estadístico. Todos los gráficos 
fueron realizados empleando el software GraphPad Prism versión 5.01.  
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Capítulo 2 
Experimento in vivo con ratones 
Todos los estudios y procedimientos realizados en los ratones fueron supervisados por 
el Departamento de Química Biológica de la Facultad de Ciencias Químicas de Córdoba 
y fueron hechos en concordancia con los protocolos aprobados por el Comité 
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). Los ratones 
hembra Nude (o desnudos) (Crl: NU/NU-Foxn1
nu
) fueron comprados a la Cátedra de 
Animales de Laboratorio y Bioterio. Facultad de Ciencias Veterinarias de la Facultad de 
la Plata con 3 semanas de edad. Estos ratones fueron criados en condiciones adecuadas 
libre de patógenos en un ambiente con aire filtrado. El lecho de marlo molido 
autoclavado se cambió semanalmente. La comida de los animales fue esterilizada por 
UV y el agua autoclavada. Los ratones Nude hembras fueron inyectados en la 
almohadilla grasa de la mama inguinal izquierda con 50 µL de ácido oxálico 810 µM en 
solución vehículo conteniendo CaCl2 1,8 mM, en estas condiciones el oxalato precipita 
en forma de microcristales de oxalato de calcio (grupo experimental). Como controles 
ratones fueron inyectados en la misma zona con ácido acético 810 µM en solución 
vehículo o solamente con solución vehículo. Los animales recibieron un total de 9 dosis 
en un período de 29 días (una inyección cada 3 o 4 días). Para evitar la formación de 
microcristales de oxalato en la solución a inyectar, en otro experimento se utilizó 
oxalato de potasio 810 µM en solución vehículo. El oxalato de potasio es altamente 
soluble y no forma cristales a esta concentración. En este caso los ratones fueron 
inyectados en la almohadilla grasa de la mama inguinal izquierda o en el muslo derecho 
de forma subcutánea con dicha solución de oxalato de potasio. Como controles, ratones 
fueron inyectados en las mismas zonas de forma subcutánea solamente con solución 
vehículo. Los animales en este caso recibieron un total de 7 dosis de 50 µL cada una en 
un período de 18 días (una inyección cada 2 o 3 días). El volumen de los tumores se 
determinó utilizando un calibre digital de precisión. Para calcular el volumen se 
realizaron dos medidas, una del diámetro más largo (L) y otra del diámetro más corto 
(S) y el volumen en mm
3
 se obtuvo aplicando la fórmula 0,4 ×  𝐿 × 𝑆2 de Attia y 
Weiss [222]. Los ratones fueron sacrificados teniendo en cuenta el estado de salud 
general del animal basados en aspectos éticos establecidos 
(http://www.fcq.unc.edu.ar/cicual) como la observación de comportamientos anómalos 
y características que indican sufrimiento, a saber: falta de apetito y movilidad, cuartos 
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traseros caídos o señales físicas como pérdida de peso con tendencia negativa marcada, 
y piel con indicios de deshidratación. 
Obtención de muestras humanas, aspectos legales y éticos 
Las muestras de tumores de mama humanos recién extirpados y pequeñas cantidades de 
muestras de tejido sano circundante fueron obtenidas de pacientes mujeres después de 
que se les informó sobre todo el proceso y se firmara el consentimiento de que aceptaba 
participar en este estudio (consentimiento informado). La Comisión de Ética en 
Investigación del Hospital Nacional de Clínicas, Universidad Nacional de Córdoba, 
Argentina, aprobó todos los procedimientos utilizados para este estudio (con la 
Declaración de Helsinki de 1975, revisada en 1983). Todas las muestras se procesaron 
de forma anónima y las edades de las pacientes oscilaron entre 38 y 82 años.  
Macrodisección de las muestras de tejido  
Este proceso fue realizado por un patólogo especializado en mama, el Dr. Hugo H. 
Cejas, quien fue Profesor Titular a cargo del servicio de anatomía patológica del 
Hospital Misericordia de Córdoba. Para la macrodisección se realizaron cortes de 10 µm 
de espesor que fueron adheridas a un portaobjetos de vidrio sin carga en series de 3 a 5 
cortes por vidrio utilizando agua libre de nucleasas. También se colocó un corte 
adicional por vidrio de la sección adyacente al tumor. Estos cortes fueron teñidos con 
hematoxilina-eosina (H&E) y el patólogo determinó las regiones tumorales. 
Posteriormente se tomaron muestras de tejido de la zona tumoral y de la zona 
circundante adyacente al tumor mediante el raspaje con un bisturí. Estas muestras se 
colocaron en tubos estériles para posteriores análisis de proteína u oxalato total. 
Inmunohistoquímica 
Los cortes de tejido fueron desparafinados y rehidratados como se describe en Gil. GA 
et al 2012 [206], brevemente las muestras fueron tratadas con xileno por 10 min dos 
veces, luego se lavaron 5 minutos en etanol absoluto 100% y sucesivos lavados de 2 
minutos con soluciones con cantidades decrecientes de alcohol, a saber 95%, 90%, 80% 
y 70%. Luego los cortes fueron tratados con solución de citrato de sodio 10 mM (pH 6) 
para reactivar epítopes antigénicos. Los cortes fueron incubados 1 h a temperatura 
ambiente con solución de bloqueo (BSA 5 % y Tween-20 0,1 % en PBS 10 mM) y 
posteriormente fueron incubados toda a la noche a 4 ºC con anticuerpo anti c-Fos hecho 
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en conejo (Sigma, Cat # F7799) diluido 1:300 en solución de bloqueo. Los cortes fueron 
lavados 3 veces con solución de Tween-20 0,1 % en PBS 10 mM (PBS-tween) y luego 
incubados con anticuerpo secundario anti conejo Alexa 488 diluido 1:500 en PBS-tween 
por 2 h a temperatura ambiente. Los cortes fueron lavados 3 veces con PBS-tween y los 
núcleos fueron teñidos incubando con solución 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 1X por 
20 minutos y lavando nuevamente con agua Milli-Q. Los cortes fueron montados 
utilizando FluorSave (Calbiochem) y analizados con los microscopios confocales 
Olympus FV1000 o Pascal 5. Las imágenes fueron procesadas con los softwares de 
Olympus o Carl Zeiss.  
La tinción inmunohistoquímica de los cortes para vimentina, proteína S100, antígeno 
sérico mamario (MSA) y las citoqueratinas E1 y E3 fue realizada por la patóloga Ana 
Martin (M.P. 873) mediante el método biotina-estreptavidina. Brevemente, luego de la 
recuperación antigénica los cortes fueron incubados con solución de bloqueo 1 h a 
temperatura ambiente. Posteriormente se incubó con el anticuerpo primario 
correspondiente toda la noche a 4 ºC (ver tabla abajo). Los cortes fueron lavados 3 
veces con PBS 1X e incubados con anticuerpo secundario biotinilado anti ratón o anti 
conejo por 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS, se incubó con 
estreptavidina-HRP y finalmente se reveló la actividad peroxidasa mediante el substrato 
3,3 diaminobencidina (DAB).  
Tabla de anticuerpo utilizados  
Primarios     
Nombre Origen Dilución Empresa Cat # 
Vimentina Ratón mAc
♦
 1:1000 ThermoFisher MA3-745 
AE1/AE3 Ratón mAc 1:10 Abcam ab27988 
ST3GAL5 (MSA) Conejo pAc* 1:100 ThermoFisher PA5-30289 
S100 Conejo pAc 1:100 Abcam ab868 
Secundarios     
Nombre Origen Dilución Empresa Cat # 
Anti conejo-biotina Cabra 1:20000 ThermoFisher 31820 
Anti ratón-biotina Cabra 1:20000 ThermoFisher 31800 
Estreptavidina-HRP  1:50000 Sigma GERPN1231 
♦ mAc: Anticuerpo monoclonal. * pAc: Anticuerpo policlonal. 
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Determinación de oxalato 
El tejido mamario humano o murino fue procesado en ácido clorhídrico 2,75 M 
utilizado un homogeneizador eléctrico (Ultra-turrax). Siempre se mantuvo la misma 
proporción 1:5 entre los miligramos de tejido y los microlitros de ácido clorhídrico, 
aproximadamente para 200 mg de tejido mamario (ya sea tumoral o normal) se 
homogeneizó en 1000 µL de ácido clorhídrico. Luego este homogenato fue centrifugado 
por 15 minutos a 15000 g y la fracción sobrenadante (SF) se almacenó a -20 ºC. La 
concentración de oxalato total en las SF fue cuantificada por medio de 
electrocromatografía capilar (CEC, Beckman Coulter). 
Cultivos celulares  
Células MCF-7, MDA-MB231, MCF-10A, NIH/3T3 y HEK-293 (ATCC-Bethesda, 
MD, USA) fueron crecidas en condiciones estándar de cultivo. Todas las células, 
excepto las MCF-10A, se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco`s modified Eagle 
Medium, Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Gibco) más 
antibiótico PSN 1X (ThermoFisher). Para el cultivo de las células MCF-10A se empleó 
DMEM/F12 (Gibco) suplementado con 10 % de FBS (Gibco), 20 ng/mL del factor de 
crecimiento epidérmico (EGF), 0,5 mg/mL de hidrocortisona (Sigma), 100 ng/mL de 
toxina colérica (Sigma) y 10 µg/mL de insulina humana (NovoRapid FlexPen). Una vez 
alcanzada la confluencia deseada (70-90 % dependiendo del experimento) el arresto del 
ciclo celular se logró manteniendo a las células en medio básico sin el suplemento de 
FBS por 48 horas, excepto para el caso de las células MDA-MB231 que se necesitó de 
72 horas. Luego las células reingresaron al ciclo celular mediante la adición de FBS al 
10 % o en su defecto continuaron siendo cultivadas sin FBS según se detalla en cada 
experimento.  
Homogenatos celulares para análisis de proteína 
Luego que las células fueron crecidas hasta la confluencia deseada en placas de 35 mm, 
se extrajo el medio de cultivo y las mismas fueron lavadas con buffer fosfato 1X pH 7,4 
(PBS). Después de esto, se lisaron las células empleando 90 µL de buffer RIPA (NaCl 
150 mM, Tris–HCl 50 mM, EDTA 0,5 mM, Tritón 1 % y SDS 0,1 %) con inhibidores 
de proteasas (cOmplete, Roche). El homogenato obtenido fue centrifugado a 15000 g 
para separar la fracción sobrenadante (SF) de la microsomal manteniendo siempre las 
muestras a 4 ºC. Finalmente la SF se almacenó a -20 ºC para posteriores análisis por 
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SDS-PAGE y Western Blot.  
Homogenato de tejido para análisis de proteína 
El tejido mamario humano o murino fue procesado en buffer RIPA (NaCl 150 mM, 
Tris–HCl 50 mM, EDTA 0,5 mM, Tritón 1 % y SDS 0,1 %) más inhibidores de 
proteasas (cOmplete, Roche) utilizado un homogeneizador eléctrico (Ultra-turrax). Este 
proceso se realizó en hielo a 4 ºC y siempre se mantuvo la misma proporción 1:5 entre 
los miligramos de tejido y los microlitros de buffer. Luego el homogenato fue 
centrifugado a 15000 g por 15 minutos en una centrífuga refrigerada a 4 ºC para separar 
la fracción sobrenadante (SF) de la microsomal (MF). Finalmente la SF se almacenó a -
20 ºC par posteriores análisis por SDS-PAGE y Western Blot.  
Cuantificación de proteínas 
La concentración total de proteínas presente en la fracción sobrenadante del 
homogenato total obtenido a partir de células o de tejido (para más detalles ver los dos 
títulos anteriores) se cuantificó utilizando el método colorimétrico estándar de Bradford 
(Bio-Rad). 
SDS-PAGE y Western Blot 
La corrida electroforética se realizó utilizando geles de poliacrilamida al 12 % en 
condiciones desnaturalizantes. La relación entre acrilamida y bisacrilamida fue de 29,2 
% y 0,8 % respectivamente y la concentración final de duodecilsulfato de sodio (SDS) 
en el gel fue de 0,1 % p/v. Fueron sembrados 60 µg de proteína total de la SF obtenida a 
partir de tejido o de células (para más detalles ver arriba preparación de homogenatos) 
en cada carril la cuales fueron mezcladas previamente con buffer Laemmli (Bio-Rad) y 
hervidas por 5 minutos. Las proteínas separadas por su peso molecular fueron 
electrotransferidas a una membrana de PVDF (Westran S de Sigma) con un tamaño de 
poro de 0,2 µm empleando una corriente de 300 mA por 1 hora de acuerdo a lo que 
describe Anthony K. Tan. Para la inmunomarcación, los sitios de unión inespecíficos 
fueron bloqueados incubando la membrana en una solución de PBS con leche 
descremada al 5 % y Tween 20 al 0,05 % p/v por 1 hora a temperatura ambiente. La 
membrana bloqueada luego se incubó toda la noche (12-16 horas aproximadamente) a 4 
ºC con los anticuerpos primarios en PBS-Tween 20 0,05 % p/v a las concentración que 
se detallan a continuación. Anticuerpo policlonal de conejo anti c-Fos (Sigma, cat 
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F7799) dilución 1/1000, anticuerpo policlonal de conejo anti c-Jun (SantaCruz sc-45) 
dilución 1/1000, anticuerpo monoclonal de ratón anti α-tubulina DM1A (Sigma, cat 
T9026) dilución 1/5000. Luego de lavar las membranas con PBS para retirar los 
anticuerpos primarios no unidos, la misma se incubó por 1 h a temperatura ambiente 
con los anticuerpos secundarios IRDye 680LT (LI-COR) anti conejo y con IRDye 
800CW (LI-COR) anti ratón, ambos a una dilución de 1/25000. Finalmente se realizan 
tres lavados de la membrana con PBS y se procede a su revelado empleando el 
dispositivo de imagen infrarroja ODYSSEY (LI-COR). 
Tabla de anticuerpos utilizados 
Primarios     
Nombre Origen Dilución Empresa Cat # 
c-Fos Conejo pAc* 1:1000 Sigma F7799 
c-Jun Conejo pAc 1:1000 Santa Cruz sc-45 
alpha-Tubulina (DM1A) Ratón mAc
♦
 1:5000 Sigma T9026 
Secundarios     
Nombre Origen Dilución Empresa IRDye 
Anti conejo Cabra 1:25000 LI-COR 680LT 
Anti ratón Cabra 1:25000 LI-COR 800CW 
* pAc: Anticuerpo policlonal. ♦ mAc: Anticuerpo monoclonal. 
RT-PCR cuantitativa o en tiempo real 
El ARN total se extrajo de las muestras de tejido mamario o de las líneas celulares 
empleando Trizol (Invitrogen) o RNeasy Mni Kit (Quiagen) respectivamente. Un 
microgramo de ARN total fue retro-transcripto a ADNc utilizando el sistema de síntesis 
de primera cadena SuperScript III (Invitrogen). Los cebadores Taqman para RT-qPCR 
fueron adquiridos de Applied Biosystems. Los cebadores utilizados para cuantificar los 
niveles de mRNA de c-fos humano y de ratón fueron Hs04194186_s1 y 
Mm00487425_m1 respectivamente. La expresión del gen c-fos humano fue 
normalizada utilizando el cebador contra GAPDH Hs99999905_m1 en células MCF-7 o 
el cebador contra RPLPO Hs99999902_m1 en células HEK-293. La expresión del gen 
c-fos de ratón fue normalizada utilizando el cebador contra Tbp Mm00446973_m1. Las 
reacciones en tiempo real se realizaron empleando el equipo ABI 7500 Sequence 
Detection System y el análisis de los resultados se llevó a cabo con el software v1.4. La 
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expresión relativa de los genes fue calculada utilizando el método 2
-ΔΔCt
 y cada muestra 
fue analizada por cuadruplicado. 
Tabla de cebadores TaqMan utilizados 
Gen Especie Código Dye Tamaño amplicón 
c-fos Humano Hs04194186_s1 FAM-MGB 82 
c-fos Ratón Mm00487425_m1 FAM-MGB 59 
RPLPO Humano Hs99999902_m1 FAM-MGB 105 
GAPDH Humano Hs99999905_m1 FAM-MGB 122 
Tbp Ratón Mm00446973_m1 FAM-MGB 73 
 
Ensayo de proliferación celular 
Los ensayos de proliferación celular se realizaron de dos maneras diferentes, utilizando 
el kit de proliferación celular CyQuant (Molecular Probes) o contando las células con 
cámara de Neubauer de forma manual. El primer método comercial se basa en el uso de 
un colorante que se une al ADN. El colorante unido al ADN emite fluorescencia la cual 
es linealmente proporcional al número de células en el pocillo. Las células fueron 
sembradas en una placa para fluorescencia de 96 pocillos a una densidad de 4000 
células por pocillo y cultivadas por 72 horas en las diferentes condiciones según se 
especifica en el experimento. Luego se procedió según el protocolo comercial estándar 
del kit. Brevemente, se lisaron las células 24 horas a -70 ºC luego se les añadió el 
colorante y se midió la fluorescencia en un fluorómetro de placas. En el método manual, 
las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 30000 células 
por pocillo. Las células fueron cultivadas por 72 horas en las diferentes condiciones y 
luego fueron tripsinizadas y contadas por triplicado en cámara de Neubauer. En todos 
los casos los ensayos fueron realizados tres veces por cuadruplicado.  
Análisis estadísticos 
Cada uno de los análisis estadísticos aplicados a los resultados ha sido especificado en 
la correspondiente leyenda de cada figura. Las curvas de supervivencia (Fig. 29) fueron 
analizadas estadísticamente por el test LogRank (Mantel-Cox) [223]. Por otro lado, en 
las figuras 23a y 24 el análisis de significancia fue hecho empleando un ANOVA de dos 
vías con un post test de comparación múltiple de Holm Sidak’s (α = 0,05). En las 
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figuras 23b, 26c, 26d y 33b se utilizó un ANOVA de una vía con un post test de Holm 
Sidak’s. Las figuras 22, 30 y 31 fueron analizadas estadísticamente aplicando un test de 
t de Student de dos colas. Todos los gráficos fueron realizados mediante empleando el 
software GraphPad Prism versión 5.01.   
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